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Nous avons publié dans les numéros de septembre et d’octobre 
1912 de ces Annales, le compte rendu de nos’ expériences rela- 
tives au role des plaquettes dans la coagulation du sang, ainsi 
quaux propriétés des deux constituants de la thrombine, le 
sérozyme et le cytozyme. Mais, pendant que ce mémoire était 
a limpression, nous fimes diverses conslatations jetant une 
réelle lumiére sur la nature du cytozyme; les données que 
nous avons ainsi recueillies furent résumées dans une commu- 
nication préliminaire faite le 8 octobre 1912 a la Société royale 
des Sciences médicales et naturelles de Bruxelles. Les expé- 
riences y relatées montraient que le cytozyme se comporte 
comme un lipoide, c’est-a-dire qu'il posséde les caractéres de 
solubilité de cette catégorie de substances. 

Mieux vaut d’ailleurs, pour la clarté de notre exposé, que 
nous reproduisions ici, tout d’abord, quelques passages de cette 
communication préliminaire. Nous exposerons ensuite la 
méthode & laquelle nous recourons actuellement pour extraire 
le cytozyme en le séparant autant que possible des substances 
inactives. 

« Nous avons pu constater, il y aassez longlemps déja, que 
le cytozyme est soluble dans l’alcool. Nous prenons une émul- 
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sion paisse de plaquettes (soigneusement layées au préalable 
et débarrassées ainsi du plasma) et nous y ajoutons 25 volumes 
d’alcool absolu. Nous laissons macérer un ou deux jours, puis 
nous centrifugeons énergiquement et décantons le liquide alcoo- 
lique surnageant limpide, que nous centrifugeons et décantons 
encore afin d’éliminer strement les derniéres traces de ma- 
tiéres insolubles. 

« Une certaine quantité (5 cent. cubes, par exemple) de cette 
solution alcoolique est versée dans un verre de montre et éva- 
porée a l’étuye. On reprend le résidu sec par 5 cent. cubes de 
nouyel alcool absolu. On centrifuge, décante le liquide surna- 
geant bien limpide, et l’on constate que ce liquide est riche en 
cytozyme, » 

En effet, si on lévapore et reprend le résidu d’évaporation 
(a peine visible) par de l’eau distillée, l’extrait aqueux obtenu, 
mis ensuite au contact de sérozyme, en présence de chaux, y 
détermine la production d’une thrombine trés active capable 
de solidifier en quelques instants du plasma oxalaté a 2 p. 1000. 

Un tel extrait alcoolique peut, aprés évaporation, étre repris 
par divers dissolvants. On obtient ainsi des extraits dont, aprés 
centrifugation, on détermine la richesse en cytozyme. 

« On constate ainsi que le cytozyme est parfaitement soluble 
dans le toluol, l’essence de pétrole, le chloroforme; par contre, 
il semble l’étre trés peu dans l’acétone. » 

Les mémes opérations conduisent au méme résultat quand 
on remplace les plaquettes par du suc de muscle. L’extrait 
alcoolique de muscle, évaporé et repris par le toluol, donne 
« un extrait toluolé dune activité vraiment extraordinaire ». 

Enfin la peptone, dans laquelle nous avions précédemment 
décelé la présence de cytozyme (1), se préte également bien a 
extraction de ce principe par l’alcool. ; 


Les faits que nous venons de résumer ne constituent évidem- 
ment pas les premiéres observations faites dans l'étude de la 
coagulation du sang a l’aide d’extraits alcooliques de tissus ou 


(1) A vrai dire, elle n’en contient pas des quantités considérables. 
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dorganes, Alexandre Schmidt avait déja démontré que l’extrait 
alcoolique de tissu hépatique fournit par évaporation un résidu 
dont l’émulsion aqueuse accélére d’une facon frappante la 
coagulation du plasma de cheval et posséde, d'une facon géné- 
rale, des propriétés coagulantes énergiques. Mais, si ces 
recherches démontraient que les substances ainsi extraites 
jouent un role actif dans la coagulation, elles ne détermi- 
naient pas exactement en quoi consiste cette intervention. 

Il en est de méme des résultats obtenus par Emil Zak et 
publiés quelques jours aprés les nétres (1) : cet auteur a 
démontré qu'un plasma oxalaté, débarrassé de ses lipoides (soit 
en extrayant ceux-ci par l’éther de pétrole, soit en les précipi- 
tant par certains alcaloides, soit en les scindant par certains 
ferments), ne se coagule plus que trés difficilement par recal- 
cification : ce plasma délipoidisé récupére sa coagulabilité si 
on lui restitue des lipoides, notamment des phosphatides pro- 
venant du cerveau. L’auteur estime, a juste titre, que ces fails 
cadrent parfaitement avec la doctrine d’Alexandre Schmidt 
concernant les substances zymoplastiques, mais il ajoute qu’ils 
rendent inutile d’admettre, avec Morawitz, l’intervention d’une 
thrombokinase dans la coagulation du plasma de cheval 
oxalaté. 

Tel n’est pas notre avis, et nous croyons pouvoir conclure 
de nos expériences, tant anciennes que nouvelles, que la throm- 
bokinase (ou cytozyme) consiste précisément en une substance 
présentant les mémes caractéres de solubilité que les lipoides 
et existant dans les plaquettes (et dans beaucoup d’autres 
cellules) ; cette thrombokinase mise au contact de thrombogéne 
(ou sérozyme) contenu dans le sérum, donne naissance au 
fibrin-ferment (ou thrombine). 

La thése de la dualité des éléments producteurs de la throm- 
bine reste done toujours vraie et se compléte par cette notion 
nouvelle que lun de ces éléments (le cytozyme) est, d’aprés 
nos recherches, de nature’ lipoidique. 


(1) Emm Zax, Arch. fiir exper. Pathologie und Pharmakologie. Bd LXX, 
48 octobre 1912. 
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Ces premiers résultats nous ayant démontré que le cylozyme 
possede les caractéres de solubilité des lipoides, il convenait de 
poursuivre les recherches visant & séparer ce principe des 
impuretés qui l’accompagnent. 

L’identité entre les propriétés des extraits de muscles et des 
extraits de plaquettes (vérifiée dans tous nos essais), nous a 
fait adopter le muscle comme point de départ pour la prépa- 
ration du cytozyme. Lors de nos premiéres extractions du cyto- 
zyme des plaquettes, nous utilisions une émulsion de ces élé- 
ments dans l’eau physiologique oxalatée ; par analogie, nous 
avons tout d’abord délayé des muscles de lapin hachés au 
mache-viande, dans l’eau physiologique oxalatée, jusqu’a 
obtention d'une pate (150 grammes de viande fournissent 
environ 350 centimetres cubes de pate). En ajoutant & celle-ci 
vingt-cing fois son volume d’alcool absolu, on obtient, déja 
apres vingt-quatre heures de contact, un extrait tres actif [extrait 
hydroalcoolique n° 1}, qu’on sépare des éléments insolubles, 
par filtration. 

La méthode que nous employons pour évaluer la richesse 
en cytozyme de nos extraits, est celle que nous avons décrite 
dans notre précédent mémoire et dont nous rappellerons une 
fois pour toutes les détails. 


Exp. I. — Une goutte d’extrait hydroalcoolique n°4 (1) est évaporée , le 
résidu d’évaporation est repris par une goutte d’eau, on l’additionne ensuite 
de 0 c. c. 35 d’eau physiologique calcifiée (EPCa) (2) et de 0c. c. 15 de sérum 
provenant de plasma trés limpide coagulé la veille (3). On laisse au contact 


(1) Cetle goutte d’extrait provient, (comme on peut aisément le calculer, 
d'un tiers de milligramme de viande. . 

(2) On prépare EPCa en dissolvant dans un litre d'eau distillée 9 grammes 
de NaCl et 0 gr. 35 de CaCl*. 

(3) Comme dans les expériences antérieures, publiées dans ces Annales, ce 
sérum a été obtenu en recalcifiant un yolume de plasma trés limpide, par 
quatre volumes d’EPCa, et en défibrinant au moment ou la coagulation débute. 
Provenant d'un plasma tres pauvre en plaquettes, ce sérum ne contient que 
peu de thrombine, laquelle s’affaiblit d’ailleurs beaucoup par vieillissement. 
D’autre part, ce sérum est tres riche en sérozyme, celui-ci n’ayant pas été 
consommé par les plaquettes. (Voir & ce propos notre précédent mémoire 
dans ces Annales.) 


SUR LA NATURE DU CYTOZYME 345 


une demi-heure et ajoute 0 c. c. 5 de plasma dioxalaté (1). La coagulation a 
lieu au bout d’une a deux minutes. 

Un mélange identique, sauf qu'il n’a pas été additionné d’extrait, n’est pas 
coagulé le lendemain. 

D’autre part, un mélange analogue, contenant de l’extrait mais pas de 
sérum, reste indéfiniment liquide. [Inutile de rappeler, en effet, que le cyto- 
zyme a lui seul ne détermine pas la coagulation ; il ne fait apparaitre la throm- 
bine qu’en présence de sérozyme. | 


Cet extrait est done trés actif; malheureusement la purifi- 
cation en est rendue trés difficile par le fait que la présence 
d’eau, lors de l’extraction, fait passer en solution des sels, de 
la créatine, etc. En effet, si l'on concentre un tel extrait en 
’évaporant & 40 degrés dans un courant d’air, dés que le 
volume est réduit au quart, il se dépose un mélange de pro- 
duits (dont certains cristallisés) insolubles dans l’alcool absolu 
mais solubles dans l’eau, et qui se montrent inactifs par eux- 
mémes. 

Il va de soi que moins l’on emploie d’alcool, plus ces incon- 
vénients se manifestent, en s’aggravant encore de ce fait que 
Valcool, dont le titre est ainsi fortement abaissé, dissout beau- 
coup moins de substance active. 

Pour éviter lentrainement dimpuretés solubles dans l’eau, 
il suffit d’éliminer celles que contient la viande. A cet effet, l’on 
peut recourir a diverses techniques; l'une d’elles consiste a 
traiter le muscle broyé par un liquide avide d’eau et qui ne 
dissolve pas la substance active. Pour le choix de ce liquide, 
il nous suffisait de nous reporter aux essais de solubilité du 
cytozyme effectués sur le résidu d’évaporation de l’extrait 
hydroalcoolique. 


Exp. IJ. — Plusieurs prises d’essai de 2 cent. cubes d’extrait hydroalcoo- 
lique n° 1, sont évaporées et reprises par 2 cent. cubes de divers dissolvants : 
alcool absolu, chloroforme, toluol, essence de pétrole, acétone. Ces nouveaux 
extraits, centrifugés, donnent des liquides surnageants limpides, dont les 
résidus d’évaporation, repris par un égal volume d'eau, sont soumis au méme 
essai d’activité que l’extrait primitif. 

Seul l’extrait acétonique ne provoque la coagulation qu’aprés douze minutes, 
Tous les autres extraits se montrent tres riches en cytozyme, les coagula- 
tions s’effectuant en une minute et demie ou deux minutes. 


(1) On prépare le plasma dioxalaté en mélangeant un volume de plasma 
oxalaté a1 p. 1000 (obtenu par une centrifugation longue et énergique) avec 
quatre volumes de solution physiologique oxalatée a 2 p. 1000. 
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Le cytozyme, extrait du muscle par lalcool, est donc trés 
soluble dans l’alcool, le toluol, etc., et presque insoluble dans 
Vacétone. Nous avons déja signalé ce fait et son importance 
en ce qui concerne |’analogie entre le cytozyme et les lipoides. 
Nous le rappelons parce qu'il nous autorisait’ & choisir lacé- 
tone pour éliminer l’eau contenue dans le muscle. Nous avons 
donc traité 100 grammes de muscles de lapin soigneusement 
hachés, par 500 cent. cubes d’'acétone récemment desséchée sur 
CaCl? et redistillée. Mais dans ces conditions l’acétone, diluée 
par l’eau de la viande, se montre susceptible de dissoudre une 
quantité tres notable de cytozyme. 


Exp. III. — Une goutte de cet. extrait hydroacétonique est évaporée: le 
résidu d’évaporation en est repris par 0 c. c. 75 d'eau; une goutte de l’émul- 
sion aqueuse ainsi obtenue, provenant donc dun tiers de milligramme de 
viande, est soumise & l’essai d’activité habituel. La coagulation a lieu apres 
deux a cing minutes. Un témoin sans extrait n'est pas coagulé le lendemain. 


En présence d’eau, l'acétone dissout done le cytozyme du 
muscle. Ce cytozyme est pourtant insoluble dans l’acétone 
séche. En effet, si l'on évapore trois prises de 100 cent. cubes 
de l’extrait hydroacétonique ci-dessus, et si on reprend les trois 
résidus d’évaporation, le premier par lacétone, les autres par 
Yalcool et le toluol, on s’apercoit que chacun de ces liquides 
dissout partiellement ces résidus. Mais tandis qu’avec le toluol 
et Valcool, ce sont les solutions limpides qui se montrent 
actives, avec l'acétone c’est la partie du résidu, insoluble dans 
ce liquide, qui contient la majeure partie du cytozyme. 

La perte en cytozyme qu’entraine |’élimination de l'eau con- 
tenue dans la viande par un traitement 4 l’acétone, nous a fait 
abandonner cette méthode. 

Nous l'avons remplacée par le procédé, d’ailleurs plus simple, 


de la dessiccation du muscle broyé, par l’action de la potasse 
dans le vide. 


Nous réalisons cette dessiccation en superposant, sur les plateaux d'une 
étagére des boites de Petri remplies de KOH concassée, et des feuilles 
de papier a filtrer sur lesquelles est étalé le muscle haché au mache-viande ; 
le tout est placé sous une cloche dans laquelle on abaisse la pression jus- 
qu’a 20 millimetres de mercure: un tampon d’ouate imbibée de toluol crée 
sous la cloche une atmosphere antiseptique. L’appareil est alors mis a l’étuve 
a 37 degrés. En renouvelant deux fois la potasse en quarante-huit heures, 
on obtient une dessiccation complete. On maintient ensuite quelques heures 


SUR LA NATURE DU CYTOZYME 347 


a lair libre & la température de 37 degrés pour éliminer les vapeurs de toluol 
qui ont pu étre absorbées. 


Deux cents grammes de muscle de lapin donnent ainsi 
53 grammes de substance stche qui se pulvérise tres aisément 
au mortier. 

La poudre ainsi obtenue est alors mise au contact de divers 
liquides extracteurs (alcool absolu, toluol, acétone) A raison 
de 100 cent. cubes de liquide pour 5 grammes de poudre; on 
laisse digérer cing jours a froid et l’on centrifuge. On obtient 
ainsi trois extraits limpides dont on détermine l’activité, de la 
maniére habituelle. 


Exp. IV. — Cing gouttes de chacun de ces trois liquides sont évaporées : 
leurs résidus d’évaporation sont repris par cing gouttes d’eau; une goutte 
de:cette émulsion est soumise & l’essai habituel. A ces doses, l’extrait alcoo- 
ique provoque la coagulation en deux minutes, lextrait acétonique en une 
heure; l'extrait toluolé ne la provoque méme pas apres vingt-quatre heures. 


Donc, dans ces conditions, l’extrait de viande séche par 
Valcool est trés actif, l’extrait par l’acétone Vest peu, lextrait 
par le toluol semble tout a fait inactif. 

On pourrait interpréter cette inactivité de Vextrait toluolé 
en supposant que le toluol extrait le cytozyme aussi bien que 
e fait Valcool, mais qu'il dissout en méme temps des 
substances possédant un pouvoir antagoniste. 

Cette hypothése est infirmée par deux expériences complé- 
mentaires l’une de l'autre : 

1° La viande séche épuisée par le toluol n’a pas perdu de son 
cytozyme, car si on la traite ensuile par l'alcool, celui-ci fournit 
un extrait aussi actif que si la poudre n’avait pas subi le 
contact du toluol (1). 

2° L’extrait toluolé de viande séche dont nous avons déja 
constaté l’inactivité, est évaporé et repris par l’alcool ; extrait 
alcoolique ainsi obtenu est également inactif. 

Il est done prouvé que le toluol n’extrait pas directement le 
cytozyme de la viande séche; or, l’une des premiéres expé- 


(1) Il en est de méme de la viande séche épuisée par l’'accétone ; le traite- 
ment du culot par l’alcool et l’essai d’activité de cet alcool comparativement 
avec l'acétone d’épuisement montre que l’acétone n’a enlevé que trés peu de 
cytozyme a la viande séche. 
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riences de ce travail nous a permis de constater qu'il dissout 
trés aisément le cytozyme déja extrait de la viande séche par 
alcool. Le rapprochement de ces deux fails suggére lidée 
que le contact du muscle avec l’alcool modifie le cytozyme y 
contenu, soit chimiquement, soit physiquement, en le rendant 
soluble dans le toluol. L’expérience suivante établit que 
cette idée est conforme a la réalité : 


Exp. V. — On pése deux prises d’essai de 1 gramme de muscle de lapin 
desséché. 

La premiére est mise pendant une semaine au contact d’alcool absolu 
‘25 cent. cubes); puis, sans décanter celui-ci, on soumet le tout ala dessicca- 
tion dans un courant d’air a 40 degrés. On a ainsi de la viande séche non 
épuisée par l’alcool, mais qui en a subi laction. 

Cette viande séche, et l'autre prise d’essai (encore intacte) sont alors traitées 
simultanément par 20 cent. cubes de toluol, au contact desquels on les laisse 
pendant une semaine. On centrifuge et décante les deux extraits toluolés, dont 
on essaye l’activité de la facon habituelle. 

A la dose dune goutte d’extrait évaporée et reprise par une goutte d’eau, 
Vextrait toluolé direct est tout a fait inactif; extrait toluolé de viande préala- 
blement alcoolisée est trés actif; il lest encore trés nettement a dose dix fois 
moindre. 


On a ainsi la démonstration de ce que le cytozyme contenu 
dans le muscle desséché n’est pas soluble directement dans Je 
toluol, mais le devient aprés contact avec I’alcool. 

Ce fait présente un intérét pratique pour la purification du 
cytozyme, car grace & lui on peut, avant de traiter la viande 
séche par un liquide extracteur, la dégraisser par le toluol, 
sans craindre de lui enlever une quantité notable de son 
cytozyme. 


Dans ce but, on laisse la poudre de muscle desséché au contact de 15 fois 
son poids de toluol pendant cing jours; on centrifuge, décante et applique 
une deuxiéme fois ce traitement. La poudre ainsi dégraissée est séchée a 
31 degres, puis soumise a l’extraction par l’alcool (600 cent. cubes pour 
30 grammes de poudre). 


Lextrait alcoolique de viande séche dégraissée donne, par 
évaporation dans un courant d’air 4 40 degrés, un résidu hété- 
rogene constitué par une masse brune sirupeuse mélangée de 
substances cristallines. Cet extrait sec repris par dix fois 
moins d’alcool absolu abandonne un résidu blanc insoluble 
qu’on sépare par centrifugation. Le liquide surnageant jaune 
foncé laisse aprés évaporation un résidu de 1 gr. 47. Le 
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toluol (20 cent. cubes) dissout presque totalement ce dernier 
en ne laissant indissoute qu’un peu de substance visqueuse, 
qu’on lave avec 20 cent. cubes de toluol. 

On obtient ainsi divers liquides ou résidus : 


MUSCLE SEC : 27 GRAMMES 


ee ee 


MUSCLE DEGRAISSE 
TOLUOL 
ne 
DE 
DEGRAISSAGE Extrait aleoolique de muscle dégraissé. Muscle dégraissé, 
2 extr. i fois par l’alcool. 
$$$, 
Substance blanche Masse sirupeuse (On Vextrait 
| peu soluble brune trés soluble une seconde fois 
dans Vaicool. dans lalcool. par 4 fois 
(On lémulsionne son poids 
SS 2. 
dans dalcool absolu 
Yeau distillée). Insoluble: Soluble = 2° extrait): 
dans le dans le 
toluol. toluol. 
A B C (1). D E 


(1) On essaye l’activité du toluol de lavage de cet insoluble. 


De chacun de ces liquides, on évapore des prises d’essai et on 
les reprend par des quantités variables d’eau. On calcule en 
milligrammes le poids (P) de viande dont dérive une goutte 
de chacune de ces émulsions. 

Le tableau ci-dessous indique, a cété des dilutions dive-ses 
de chaque émulsion, le temps dans lequel elles provoquent la 


coagulation dans l’essai habituel. 


P A B C D 19) 


l Plusieurs oo PWWSKCUNES hey cee. ig hh ane B) 
milligr. heures. tnactive: heures. 2 DH Se Ee 
1/10 de 15 min. 
milligr. 

1/100 de 100 min. 
milligr. 


En résumé, lorsque le muscle desséché, broyé, puis dégraissé 
par le toluol, est traité par l’alcool absolu, celui-ci fournit par 
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éyaporation un extrait sec contenant presque tout le cytozyme, 
et dont on peut éliminer des substances inactives en se basant 
sur leur insolubilité dans Je toluol, qui dissout le cytozyme. 
D’autre part, une seconde extraction par l’alcool, du muscle 
ainsi traité, lui enléve encore une quantité trés notable de 
cytozyme. 

Le cytozyme étant insoluble dans l’acétone absolue, il était 
indiqué de rechercher si addition d’acétone 4 une solution de 
cytozyme dans l'alcool ou le toluol n’en précipiterait pas ce 
principe. L’expérience a répondu par l’affirmative : 


Exp. VI. — On prend une solution de cytozyme de muscle séché, extrait 
dabord par l'alcool, puis redissout par le toluol pour le débarrasser des 
substances inactives insolubles dans ce dernier dissolvant. 

On emploie tres peu de toluol, de telle fagon que le cytozyme provenant 
de.5 grammes de poudre de viande séche se trouve dans 3 cent. cubes de 
solution. A ces 3 cent. cubes, on ajoute alors 30 cent. cubes d’acétone pure 
et séche. [1 se produit un précipité d’abord blanc et disséminé, puis qui 
jaunit en se floculant. Aprés centrifugation, on sépare ce précipité de Vacé- 
tone surnageante. Il forme alors une masse brune qu’on redissout dans 
4,5 cent. cube de tciuol et reprécipite par l’addition de 15 cent. cubes d’acé- 
tone. On centrifuge 4 nouveau et redissout la masse insoluble dans 10 cent. 
cubes d’alcool (1). 

D’autre part, on a évaporé la premiére acétone surnageante et repris son 
résidu d’éyvaporation par 10 cent. cubes d’alcool. 

On a ainsi deux solutions alcooliques, lune provenant du précipité (A), 
autre de lacétone surnageante (B). 

On évapore 5 gouttes de chacune d’elles, on reprend les résidus par 
5 cent. cubes deau distillée. Une goutte de chacune de ces émulsions est 
soumise a l’essai habituel. A fait coaguler en 4' 3/4, B en 15 minutes. Une 
dose 10 fois plus faible de A fait encore coaguler en 3’ 4/4. 


L’acétone précipite done la majeure partie du cytozyme de 
sa solution concentrée dans le toluol. 

Possédant une technique permettant d’extraire des muscles 
le cytozyme quils renferment, et de débarrasser celui-ci tout au 
moins d’une partie des impuretés inactives qui l’accompagnent, 
nous avons appliqué cette méthode a l’extraction et & la purifi- 
cation du cytozyme contenu dans les plaquettes. 


Exp. VII. — Nous avons réuni quatre lots de plaquettes provenant chacun 
de 30 cent. cubes de sang de lapin oxalaté; ces plaquettes ont été lavées 
a l'eau physiologique oxalatée a 0,5 p. 100, séparées du liquide surnageant 


(1) Lialcool ne redissout pas complétement le précipité obtenu par 
Vacétone. L’insoluble est inactif. 
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apres centrifugation et mises au contact de 80 cent. cubes d’alcool absolu. 
Apres plusieurs jours on centrifuge & nouveau; le liquide surnageant, 
limpide, est évaporé dans un courant d’air a 40 degrés. L’extrait sec ainsi 
obtenu est redissout dans 20 cent. cubes d’alcool. La dissolution est incom: 
pléte. Une nouvelle centrifugation élimine la partie insoluble et le liquide 
surnageant est évaporé a 37 degrés : ce nouvel extrait sec pese 17 milli- 
grammes. On le redissout dans un minimum de toluol et le précipite par 
Vacétone. Le précipité ne pése que 1 milligramme; 16 milligrammes de 
substance restent dissous dans l’'acétone surnageant. 

Le précipité acétonique d'une part, et le résidu d’évaporation de l'acétone 
surnageant d’autre part, sont redissous dans 2 cent. cubes de toluol; on pré: 
léve une goulte de chacune de ces solutions, on l’évapore et émulsionne 
le résidu dans 5 cent. cubes d’eau. On a ainsi deux émulsions, l’une (A) pro- 
venant du précipité par l’acétone, l’autre (B) de l'acétone surnageante. Une 
goutte de chacune de ces émulsions est soumise a l’essai d’activité. 


A fait coaguler en 5’ 1/2. B ne produit la coagulation qu’aprés plus de 
quatre heures. 


Le cytozyme des plaquettes peut done étre extrait et purifié 
de la méme facon que le cytozyme de muscle. 

Si l'on rapproche celte méthode d’extraction et de purifica- 
tion du cytozyme, des moyens employés actuellement pour 
extraire et séparer les uns des autres les divers lipoides, on 
constate qu’a tous les stades de cette purification, la portion la 
plus riche en cytozyme est aussi celle qui renferme la majeure 
partie des lécithines du muscle (ou des cellules). Le cytozyme 
accompagne-t-il les lécithines dans leur divers avatars, ou 
bien est-il lui-méme une lécithine? Une réponse catégorique a 
cette question serait téméraire. 

Nous nous contenterons d’ajouter que l’on peut, dans lexpé- 
rience fondamentale, substituer au cytozyme de muscle ou de 
plaquettes, de la lécithine Agfa. 


_ Exe. VIII. -— On prend un peu de lécithine Agfa (gros comme un grain de 
blé) qu’on délaie dans 6 cent. cubes d'eau. Une goutte de cette émulsion, 
laissée une demi-heure au contact de sérum de plasma trés limpide coagulé 
la veille et en présence d’une trace de chlorure calcique, fournit de la throm- 
bine, car le mélange fait coaguler un volume égal de plasma dioxalaté en 
neuf minutes. (Le méme mélange, sans lécithine, ne coagule que le len- 
demain.) 
Enfin la lécithine, sans sérum, nagit pas sur le plasma dioxalaté. 


Cette expérience, tout en contirmant nos résultats précédents, 
ne nous autorise pourtant pas plus qu’eux & conclure de fagon 
certaine que le cytozyme est une lécithine. 
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On peut toujours objecter que le cytozyme accompagne les 
lécithines tout en ne leur étant pas identique. 

Cette derniére hypothése doit cependant étre considérée 
comme d’autant moins probable que la lécithine de muscle ou 
de plaquettes agit & plus faible dose. 

Il importe donc de donner ici quelques renseignements sur 
l’activité de nos divers extraits. 

Bien enltendu les chiffres que nous citerons ne doivent étre 
pris qu’& titre de simple indication. En effet, tous les traite- 
ments ayant pour but l’élimination d’impuretés inactives, ont 
en méme temps pour effet de provoquer des pertes, parfois 
importantes, en cytozyme, ou bien Valtération plus ou moins 
profonde de ce principe. Le titrage de ces extraits, la mesure 
de leur activité, est done assez illusoire surtout si lon consi- 
dére que, d’autre part, les réactifs employés dans ce but 
(sérum, plasma dioxalaté...) sont eux aussi sujets a variations. 
'A ce propos, nous croyons a peine nécessaire d’ajouter que 
chaque fois que nous avons établi une comparaison entre 
Vactivité de plusieurs extraits, c'est aprés un titrage fait dans 
des conditions et avec des réactifs identiques. | 

Sous ces réserves, voici quelques chiffres pouvant donner une 
idée de l’activité de divers extraits. 

Dans ces tableaux, la lettre p indique le poids d’extrait 
sec contenu dans la goutte d’émulsion mise en expérience; la 
lettre P, le poids de viande non desséchée dont elle provient; 
la lettre T, le temps que met a coaguler 1/2 cent. cube de plasma 
dioxalaté, sous l’influence de la thrombine née du mélange de 
la goutte d’extrait avec 0 c. c. 15 de sérum, en présence de 
0 c. c. 35 de solution physiologique calcifiée (EPCa). 


SSS SSeS 


1. VIANDE DE LAPIN, mouillee deau physiologique oxalatée & 0,5 p. 1000. — 
Extrait alcoolique (25 volumes) filtré, évaporé, repris par le toluol, 
centrifugé, évaporé, émulsionné dans leau distillée. Une goutte 
essayée a la maniére habituelle. 


4/2 1/200 4/1000 1/5000 | 41/20000 | 1/22000 | 4/80000 
milligr. de milligr. 
2 milligr.| 1/4 1/20 4/100 1/400 | 4/440 4/1600 


; } : de milligr. 
1 min. nin, | 2 min. Pee! 6 min. . 48 Plusieurs 
472. |minutes.| 1/2. minutes.| heures. 
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» Tne 
II. ViaNDE DE LAPIN, fedle quelle. — Extrait alcoolique (10 volumes), filtré, 
évaporé (= 2 gr. 85) repris par le toluol, centrifugé, évaporé, émulsionné 
dans l’eau distillée. Une goutte essayée & la maniére habituelle. 
a 


p. | 4/17 1/350 1/700 | 41/1400 | 4/1700 | 4/3400 de milligr. 


de milligr. 
Po 2 miller: 1/10 1/20 1/40 4/50 4/100 de milligr. 
Als 4 min. 1 min. Le AT Plus. Plusieurs heures. 
4/2. 4/2. minutes .|minutes. | heures. 


III. VIANDE DE LAPIN desséchée dans le vide, dégraissée par le toluol — 
Extrait alcoolique (20 volumes) filtré, évaporé, repris par peu d’alcool, 
centrifugé, évaporé (= 1 gr. 16), redissout dans le toluol, centrifugé, 
évaporé, émulsionné dans leau distillée. Une goutte essayée a la 
maniére habituelle. 


p- 1/20 1/200 1/2000 
de milligr. 
P. |4 milligr. 4/10 


ite 3 min. 16 100 
4/2. minutes, |minutes. 


1V. Praguertes. — Extrait alcoolique (voir plus haut), précipité par l’acé- 
tone, redissout dans le toluol, évaporé, émulsionné dans leau dis- 
tillée. Une goutte essayée a la maniére habituelle. 


p- 4/10000 
de milligr. 
T. [5 min. 4/2. 


Ce dernier chiffre et ceux du tableau I tendent a faire consi- 
dérer le cytozyme comme étant bien une lécithine et non pas 
une impureté entrainée par la ou les lécithines du muscle 
ou des plaquettes, car, dans ce dernier cas, il faudrait admettre 
comme dose minimale active un poids de substance bien infé- 
rieur encore & ceux indiqués par les tableaux, ce qui devient 
d’autant moins vraisemblable que ces chiffres sont plus faibles. 

Au surplus notre but, au cours de ces essais, n’était pas 
encore de déterminer de facon définitive si le cytozyme est ou 
non une lécithine, ni méme d’obtenir du cytozyme & l'état pur, 
mais bien de rechercher un mode d’extraction pratique, suscep- 
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tible de fournir un produit présentant un maximum d’activité 
et contenant un minimum d’impuretés. 

Nous nous sommes convaincus de ce que ces deux desiderala 
sont difficilement conciliables (les tableaux ci-dessus le 
démontrent). Si l’on désire obtenir du cytozyme trés actif, il 
faut ne pas pousser trop loin le souci de le purifier. Si l’on va 
jusqu’a précipiter le cytozyme par l’acétone, il vaut mieux 
redissoudre tout le précipité dans le toluol et ne pas essayer 
d’éliminer certaines substances inactives (cuorine, jécorine, etc.) 
par un traitement par l’alcool, car dans ces conditions le prin- 
cipe actif est plus ou moins altéré. I] est méme préférable de 
ne pas effectuer la précipitation par Pacétone, car l’on perd 
ainsi une quantité notable de cytozyme. 

Il n’est d’ailleurs pas prouvé que la précipitation du cytozyme 
ne soit pas due & une modification chimique de ce principe qui 
le rendrait plus altérable. 

Enfin, il ne faut pas oubhier que, dans certaines conditions, les 
phosphatides sont trés oxydables a l’air. A vrai dire cependant, 
nous n/avons guére noté d’altération notable du cytozyme attri- 
buable a ce facteur. 

Au cours des essais d’activité dont nous yenon de rendre 
compte, Vextrait dans lequel nous recherchions le cytozyme 
était laissé une demi-heure au contact du sérozyme. Mais la 
réaction entre ces deux principes est loin d’exiger ce laps de 
temps pour s’effectuer : au bout de quelques secondes de 
contact, on peut déja constater la formation de thrombine; il 
semble méme que celte formation soit plus rapide avec les 
extraits quavec le muscle ou les plaquettes employées telles 
quelles. 


Jusqu’ici, nous n’avons éprouvé l’activité de nos divers extraits 
qu’en ce qui concerne la formation de thrombine sous l’influence 
du sérozyme. D’auires essais nous ont démontré qu’ajoutés 
a du plasma oxalaté tres limpide, ces extraits hatent la coa- 
gulation par recalcification. 


Exp. IX. — Extrait alcoolique de viande mouillée d’eau physiologique oxa- 
latée, filtré, évaporé, redissout dans le toluol, évaporé & nouveau et repris 
par le toluol. Une goutte de cet extrait esl évaporée, et le résidu sec en est 
émulsionné dans 5 cent. cubes d’eau. 

Dans deux tubes A B, on introduit 0 c.c. 4 de plasma oxalalé trés limpide 
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obtenu par une centrifugation prolongée. Au tube A, on ajoute II] gouttes de 
’émulsion ci-dessus, au tube B, II gouttes d’eau physiologique a9 p. 1000. 
Puis on recalcifie les deux mélanges par addition de 1c.c. 6 @EPCa. Le 
contenu du tube A se coagule en trentle minutes, celui du tube B en deux heures. 


L’action accélératrice de cet extrait sur la coagulation active 
est encore mise en évidence pat une autre expérience : 


Exp. X. — Du sang de lapin recueilli au moyen d'une pipette paraffinée, 
et non oxalaté, est immédiatement déversé dans deux vases AB; on avait 
au préalable introduit en A une petite quantité de lémulsion ci-dessus, en B, 
lameéme quantité d'eau physiologique. Le sang a coagulé notablement plus 
vite en A qu’en B. 


D’autre part, on sait que le sang d’oiseau est exempt de 
plaquettes et qu'il se coagule avec une extréme difficulté lors- 
quon le recueille en évitant tout mélange avec du suc de 
tissus ; le plasma trés limpide qu’on obtient en le centrifugeant 
et qui n’est pour ainsi dire pas susceptible de se coaguler spon- 
tanément, constitue un excellent réactif pour mettre en évidence 
Vactivité du suc de tissus. 

Nos expériences nous ont montré qu'il se comporte de méme 
vis-a-vis de l’extrait alcoolique de muscle. 


Exp. XI. — Un gramme de poudre séche, provenant de la dessiccation dans 
le vide au-dessus de potasse, de muscle de poule haché, est laissé au contact 
de 20 cent. cubes d’alcool absolu pendant plusieurs jours en tube scellé, a la 
température du laboratoire. On centrifuge Vextrait, décante le liquide surna- 
geant et ’évapore dans un courant daira 40 degrés; le résidu d’évaporation 
est émulsionné dans 2 cent. cubes d’eau physiologique. 

D’autre part, on centrifuge du sang de poule qu’on vient de recueillir, et 
on obtient ainsi un plasma trés limpide qui ne se coagule pas spontanément, 
méme aprés deux jours. Si au contraire on en mélange 2 cent. cubes a 
2 gouttes de l’émulsion ci-dessus, il se coagule en vingt-cing minutes, 


L’alcool extrait donc parfaitement le cytozyme du muscle 
de poule. “ 


Dans le but de rechercher si nos extrails étaient toxiques, 
nons en avons fait des injections intraveineuses a des lapins en 
nous servant des résidus d’évaporation de divers extraits émul- 
sionnés dans l’eau physiologique. Méme en en employant des 
quantités considérables, nous n’avons obtenu aucun accident. 
Cependant le sang prélevé & Voreille des lapins en expérience, 
cing ou six minutes aprés V’injection, nous a paru se coaguler 
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plus vite que normalement. Ces résultats cadrent avec ceux ob- 
tenus par Dold et Ogata (1), qui ont récemment constaté que 
les extraits éthérés d’organes ne sont pas toxiques. 


CONCLUSIONS. 


1° L’aleool éthylique extrait trés facilement 4 froid le cyto- 
zyme du muscle de lapin; l’extrait sec ainsi obtenu laisse 
facilement dissoudre son principe actif dans alcool absolu, le 
toluol, essence de pétrole et le chloroforme, difficilement 
dans l’acétone. 

La présence d’eau entraine la mise en solution de substances 
étrangéres inactives ; la purification du cytozyme exige donc 
qu’on élimine tout d’abord eau contenue dans les matiéres 
premieres mises en ceuvre. 

D’aulre part, la présence d’eau permet l’extraction du cyto- 
zyme du muscle par l’acétone, qui en son absence se montre 
inapte a dissoudre ce principe. 

Le muscle desséché par l’action simullanée du vide et de la 
potasse abandonne facilement son cytozyme a l’alcool absolu, 
peu & l’acélone, presque pas au toluol. 

En effet, ce dernier liquide n’extrait le cytozyme du muscle 
que quand celui-ci a été préalablement au contact d’alcool. 
Lorsque le cytozyme a été extrait par T’alcool, il se montre 
désormais soluble dans le toluol. 

Le toluol peut donc servir a dégraisser le muscle desséché, 
sans lui enlever une quantité sensible de cytozyme. La poudre 
ainsi dégraissée, trailée ensuite par l’alcool absolu fournit, par 
évaporation de lalcool surnageant, un extrait sec contenant 
presque tout le principe actif et dont on peut éliminer cer- 
taines substances inactives en se basant sur leur insolubilité 
dans le toluol. 

Liacétone précipite la majeure partie du cytozyme de ses 
solutions concentrées dans le toluol. 

2° Le cytozyme de plaquettes se comporte exactement comme 
le cytozyme de muscle vis-a-vis des moyens d’extraction et de 
purification. . 

3° Ces divers extraits sont d’autant plus actifs qwils ont subi 


(1) Dorp et Ocara, Weitere Beitrage zur Kenntnis des wasserigen Organex- 
traktgifte. Zeitschr. fiir Immunitdtsforschung, Band XVI, Heft 4 (février 1913). 
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moins de manipulations; celles-ci entrainent, pour des causes 
diverses, soit ‘des pertes, soit une altération plus ou moins 
profonde du cytozyme. 

4° L’activité de ces extraits se met aisément en évidence : 
on constate qu’il se forme de la thrombine lorsqu’on les met 
au contact de sérozyme en présence de sels calciques solubles. 

Mais ces extraits favorisent aussi la coagulation active, c’est- 
a-dire quils hatent la coagulation de plasma oxalaté trés lim- 
pide par recalcification, et méme celle de sang complet que 
Von, vient d’extraire. 

Enfin ils font coaguler rapidement du plasma trés limpide 
d’oiseau, qui est spontanément incoagulable. 

5° Dans tous les stades de ces extractions et purifications, la 
porlion la plus riche en cytozyme est en méme temps celle qui 
renferme la majeure partie des lécithines du muscle ou des 
plaqueltes. 

D’autre part, la lécithine Agfa du commerce, additionnée de 
sérozyme en présence de sels calciques dissous, donne nais- 
sance a de la thrombine tout comme le cytozyme. 

Pour produire la réaction entre le sérozyme et le cytozyme, 
il n'est besoin que d’un contact trés peu prolongé (quelques 
secondes) entre l’extrait et le sérum; il suffit aussi d’un poids 
extrémement faible (1/1000 ou méme 1/20.000 de milli- 
gramme) d’extrait sec de muscle ou de plaquettes pour donner 
lieu a la formation de thrombine capable de coaguler 0,5 ¢ 
de plasma dioxalaté. 

Ces divers faits permettent done de considérer comme vrai- 
semblable Videntité du cytozyme avec une substance appar- 
tenant au groupe des lécithines, mais il serait téméraire de 
Vadmettre de facon absolue. 

La formation du ferment de la coagulation est done due a la 
collaboralion de deux principes, dont lun semble appartenir 
au groupe des lécithines. 

Or, il est un autre ferment, la trypsine, dont l’apparition 
présente plusieurs points d’analogie avec celle de la thrombine ; 
elle aussi est due & la collaboration de deux principes, l’entéro- 
kinase et le suc pancréatique; l’un de ces deux éléments n’est-il 
pas, comme le cytozyme, de nature lipoidique? C’est ce que 
nous nous proposons de rechercher. 

24 


ETUDES SUR LA RICINE 


Il. — INTOXICATION RICINIQUE CHEZ LE COBAYE 


par M. NICOLLE et EK. CESARI. 


Dans l'étude précédente (1), Truche a montré que, si l’on se 
référe au gramme d’animal, la dose minima mortelle de ricine 
est la méme pour le cobaye et pour la souris. Mieux vaut, assu- 
rément, choisir le cobaye, quand on désire analyser en détail 
les effets de cette toxine, comme nous nous sommes proposé de 
le faire, aprés Cruz. Les recherches de Cruz offrent beaucoup 
dintérét ; il y avait lieu, cependant, de les compléter. 

Nous avons utilisé la solution glycérinée, déja indiquée ici, 
el qui, depuis quatre ans, conserve intacte toute son activité. 
Une goutte (=1/50 cent. cube)de cette solution sera prise pour 
unité. Quand nous dirons, par abréviation : 107, 10~..., nous 
entendrons : un dixiéme, un centiéme... de goutte. On voudra 
bien ne point oublier notre convention. 

Les animaux d’expérience — cobayes males de 500 a 
600 grammes — ont recu le poison soit sous la peau, soit dans 
les veines. Nous leur avons administré : tantot la toxine telle 
quelle, tantot la toxine chauffée, tantot enfin la toxine modifiée 
par le sérum spécifique (employé : en mélange, préventivement 
ou simultanément). Le sérum choisi provenait de la saignée du 
23.6.10., pratiquée sur une chévre hyperimmunisée. On trou- 
vera, dans le travail de Truche, l’histoire de cette chévre et, 
aussi, les chiffres relatifs au titrage (avec les souris) du sérum 
dont nous parlons. Chose curieuse, alors que la méme quantité 
de ricine tue un gramme de cobaye et un gramme de souris, il 
faut, pour empécher la mort du gramme d’animal, cent fois 
moins de sérum (par mélange) dans le cas du cobaye que dans 
celui de Ja souris. 

Ceci posé, nous allons aborder l'étude des injections sous- 
culanées, puis des myections intraveineuses. Nous terminerons 


(1) Ces Annales, mars 19138. 
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en faisant un paral/éle entre les effets de la ricine et ceux de 
Vabrine, de la crotine et du poison diphtérique. 


ETUDE DES INJECTIONS SOUS-CUTANEES 
TOXINE TELLE QUELLE. 


Nous avons administré des doses réguli¢rement décroissantes, 
allant de 3 gouttes & 10~ goutte. Les lésions observées appar- 
tiennent au type eschare séche. Au-dessus de 5. 10~ (trés exac- 
tement), la mort vient bientét interrompre le cours des acci- 
dents locaux; d’autant plus vite, cela va sans dire, qu’on se 
rapproche davantage de 3 gouttes (ou méme d’une goutte, qui 
tue aussi vile que trois). 


Evolution locale des lésions. 


Nous distinguerons trois périodes dans [histoire sympto- 
matologique : période d' augment, période d'état et période de 
réparation. 

Période d augment. — Le /endemazn de l'injection, on observe, 
loco leso, une tuméfaction molle et généralement allongée, 
avec paleur correspondante de la peau. Les couches superfi- 
cielles de ]’épiderme se détachent par le frottement, et la sur- 
face qu’elles recouvraient apparait toujours nettement humide. 
Lesurlendemain, V edeme a augmenté et des crotitelles ambrées , 
remplacent l’exsudation de la veille, totalement ou en majeure 
partie. Aprés ¢rozs jours, l'empatement, stationnaire dans les 
cas moyens, devient plus rénitent. Il est recouvert d'une 
crotite continue, élaslique, arrondie ou ovalaire, de couleur 
gomme-gutle, qui peut étre encore débordée par Vhumidité 
épidermique. 

Période d'état. — Vers le 5° jour, la tuméfaction locale se 
réduit. en s’indurant (quand on n’approche pas trop de la dose 
mortelle) et tend & former un disque qui enchasse l’eschare. 
Celle-ci, seche, dure, assez mince, de surface irréguliére, offre 
une teinte d’abord brun foncé, puis franchement noire. Sa péri- 
phérie demeure quelquefois 4 l'état de crotite foliacée (aspect 
en cocarde). 
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Période de réparation. — Vers le 8°-9° jour, lempatement s'est 
résorbé en majeure partie (sauf pour le cas des fortes doses). 
L’eschare tombe, dans la régle, dw 11° aw 12° jour, laissant a sa 
place un ulcus atone, couleur maigre de jambon, bientot 
recouvert d'une fine crottelle; la réparation ne progresse que 
lentement. Lorsque la chule de l’eschare reste plus tardive, la 
cicatrisation s’opére suivant le type sous-crustacé. Les bords de 
la partie mortifiée disparaissent alors lentement par usure, en 
méme temps que les tissus se régénérent, et, au moment de 
exfoliation, on ne rencontre qu'une perte de substance super- 
ficielle, vite comblée. 


Marche des accidents, suivant les doses administrées. 


Nous envisagerons, successivement, le cas des doses non 
mortelles et celui des doses mortelles. 

Doses non mortelles. — Avec 10° a 5.10-°, la réaction locale, 
conforme au type qui vient d’étre tracé, diminue assez régulie- 
rement d’intensité. L’empatement descend du volume d’un 
ceuf & celui d’une noix; leschare, de Ja surface d’une piéce de 
| franc & celle d’une piéce de 0 fr. 20. Les animaux maigris- 
sent temporairement, mais sans altération de l'état général. — 
Avec 4.10 a 107%, les lésions s’atténuent vite. La tuméfac- 
tion, minime et transitoire, ne s’accompagne bientdt plus 
d’humidité superficielle; l’eschare est remplacée par des crot- 
telles (qui manquent méme, avec 10~*). L’émaciation demeure 
négligeable. — Avec 2.10 d@ 4.10-*, au contraire, tout s’exa- 
gere. L’empatement envahit rapidement l’abdomen, l’eschare 
atteint les dimensions d'une piéce de 2 francs et reste molle. 
On voit alors, habituellement, la peau se couvrir de lividités 
et l'état général devenir mauvais: c’est infection a pasteuredla, 
si souvent décrite par l'un de nous. 

Doses mortelles. — Avec 5.107 4 9.10, tuméfaction marquée, 
crotites ambrées sur une étendue variable; mort en un jour 
et demi & deux jours et demi. — Avec 1 a3 gouttes, empatement 
minime ou nul, au contraire, mais humidité superficielle cons- 
tante; mort aprés un jour en moyenne. — Les phénoménes 
généraux et les Iésions internes sont les mémes, dans les cas 
mortels, lors d’injection sous-culanée ou d’injection intra- 
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veineuse, @ survie égale. On les trouvera décrits plus loin, dans 
un chapitre spécial. 


TOXINE CHAUFFEE. 


Le chauffage & 55 degrés (une demi-heure) demeure sans 
effet. — Le chauffage & 100 degrés (cing minutes) diminue 
beaucoup la toxicité; ainsi, 3-4 gouttes se comportent comme 
10-*— 4.10 du poison pris tel quel. 


TOXINE ET SERUM. 


Nous avons fait agir des quantités réguliérement décrois- 
santes de sérum sur notre « dose-unité » de toxine, soit une 
goulte. 

Sérum par mélange. (Une demi-heure de contact; tempéra- 
ture ordinaire.) — Avec 3.10 a 10 cent. cube de sérum, tout 
se passe comme Si on avait injecté 10~° goutte de toxine seule. 
— Avec 9.107% @ 5.10, comme pour 2.10-*— 4.10~ goutte. 
— Avec 4.10%, comme pour 5.10-°— 9.10, cest-a-dire que 
Yanimal meurt en un jour et demi & deux jours et demi. (On 
observe, par conséquent, un retard évident). 

Sérum préventif (la veille, dans les muscles gastrocnémiens). 
— Avec 3 cent. cubes de sérum, tout se passe comme si on avait 
injecté 10-*—4.10~° goutte de toxine seule. Avec 2 cent. 


cubes, comme pour 5.10-* — 10~ goutte. — Avec 1 cent. cube 
a 10~ cent. cube, comme pour 2.10~ —4.10~ (mais Veschare 
est énorme, ici). — Avec 9.10~° a@ 4.10, l’animal meurt en 


4-6 jours (survie inconnue lors des injections de toxine a dose 
limite — eschare énorme, ici encore). 

Sérum simultané. (Sérum dans les muscles, ricine sous la 
peau.) — Aucune différence, réellement, avec le sérum préventif, 
pour des doses égales. 

Conclusions. — Le sérums’est montré plus actif par mélange 
quautrement, puisque, dans le premier cas, la mort n/arrive 
qu’avec 4.10~, tandis que, dans les deux derniers, elle survient 
déja avec 9.10-*. Il faut noter toutefois que, méme en descen- 
dant & 4.10~ cent. cube; préventivement et simultanément, 
lanimal survit plus longtemps que s’‘il avait recu 4.10 par 
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mélange. Ce fait paradoxal n’est guére facile & expliquer d'une 
facon satisfaisante. — Par contre, lidentité des résultats, obtenus 
avec les méthodes préventive et simultanée, reconnait sire- 
ment pour cause la lenteur avec laquelle diffuse le poison 
introduit sous la peau. En effet, lors de Vinjection intravei- 
neuse, la méthode préventive continue a se montrer efficace 
tandis que la méthode simultanée échoue complétement (vide 
infra). 

Insistons de nouveau sur l’étendue considérable des eschares 
et sur la Jongueur anormale de la survie chez les « animaux- 
sérum ». Nous attribuons ce phénoméne a une libération pro- 
eressive de la ricine, incomplétement coagulée par son anti- 
corps spécifique. — Signalons, enfin, l’absence totale d'activité 
du sérum normal de chévre. 


ETUDE DES INJECTIONS INTRAVEINEUSES 
TOXINE TELLE QUELLE. 


Avec 1 goutle d 10~' goutte, on voit les animaux succomfer 
dans la nuit. — Avec 9.10-° a 2.10’, ils périssent en un jour, 
un jour et demi. — Avec 10~°, ils résistent constamment. La 
toxicité est donc deux fois et demie plus grande dans les veines 
que dans le tissu cellulaire; il faut, également, deux fois et 
demie plus de sérum pour la neutraliser par mélange (quelque- 
fois méme on n’y parvient pas, comme nous le verrons tout a 
Vheure) 


/ 


TOXINE CHAUFFEE. 


Le chauflage & 55 degrés demeure sans effet; le chauffage & 
100 degrés se révéle, au contraire, trés efficace (3 gouttes ne 
tuent plus). 


TOXINE ET SERUM. 


Nous avons toujours fait agir le sérum sur notre « dose- 
unité » de toxine, c’est-a-dire sur une goutte. 

Sérum par mélange. — 6.10 ° cent. cube de sérum ne mani- 
festent aucune action. — Avec 8.10-' cent. cube, la mort sur- 
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vient en un jour et demi. — Avec 10~' (dose limite), animal 
succombe aprés deux jours et demi ou résiste (au-dessus de 
10, bien entendu, protection constante). 

Sérum préventif. — 10-' cent. cube reste inefficace. — 
3.10 cent. cube représentent la dose limite (mort en un jour 
et demi ou résistance), au-dessus de laquelle la survie est régu- 
hiérement obtenue. 

Sérum simultané: — Aucun effet, méme avec & cent. cubes. 

Conclusions. — Ici encore, le sérum s'est montré plus actif 
par mélange que préventivement et, grosso modo, dans !a méme 
mesure. L’échec dela méthode simultanée était certain d’avance; 
comment l’antitoxine, administrée par la voie intra-musculaire, 
aurait-elle pu « rattraper » la toxine, injectée en plein courant 


‘ 


circulatoire? 


PHENOMENES GENERAUX ET LESIONS 
DANS L’INTOXICATION RICINIQUE DU COBAYE 


On peut distinguer les quatre cas suivants : 

1. Mort en moins de vingt-quatre heures (injections intra- 
veineuses). — Apres dix-douze heures, les animaux deviennent 
tristes et immobiles; ils ont le poil piqué et tremblent quand 
ils cherchent 4 se mouvoir. Bientdt, on les voit présenter une 
dyspnée intense et une vive sensibilité thoraco-abdominale 
(lors de l’examen). Leur température baisse progressivement. 
Puis, ils tombent sur le cdté; le coma arrive, entrecoupé géné- 
ralement de secousses convulsives. Enfin, la respiration. se 
ralentit et s’arréte. A /autopsie, on trouve les organes abdomi- 
naux plus ou moins congestionnés. Les intestins montrent des 
taches hémorragiques, localisées au niveau des plaques de 
Peyer. IJ n’est pas rare de rencontrer l’estomac distendu par 
un liquide sanguinolent. Les poumons sont fréquemment 
hyperémiés, les surrénales aussi. Le foie offre Paspect marbré 
(acajou et jaunatre) ou bien apparait semé de taches pales, 
irréguliéres et piquetées de vermillon (taches nécrotiques). La 
rate peut étre ponctuée de gris. Assez souvent, les plévres et 
le péritoine contiennent un peu de sang violacé. . 

2. Mort en un jour (injections sous-cutanées et intravei- 
neuses). — Aprés seize-vingt heures, on observe de [hébétude, 
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de la sensibilité thoraco-abdominale, puis un état comateux a 
marche lente. Post mortem : hyperémie variable du foie, des 
surrénales et des intestins; plaques de Peyer simplement 
tuméfices ou congestionnées ou hémorragiques; ganglions 
rélropéritonéaux hypertrophiés et rouges; nécroses du foie; 
épanchement pleuraleclair assez fréquent. 

3. Mort en un jour et demi 4 deux jours et demi (injections 
sous-cutanées et intraveineuses). — Les accidents débulent 
tardivement et sont peu caractéristiques (affaiblissement pro- 
eressif). A /autopsie : congestion modérée ou nulle des organes 
abdominaux; plaques de Peyer saillantes, surtout dans le gros 
intestin; taches hépatiques, en général étendues, saumonées 
ou mastic. 

4. Mort plus lente ( « animaux-sérum »). — Emaciation, 
puis extinction « sans bruit ». A /autopsie, simplement ilots 
nécrotiques sur le foie. 


PARALLELE ENTRE LES EFFETS DE LA RICINE 
ET CEUX DE L’ABRINE, 
DE LA CROTINE ET DU POISON DIPHTERIQUE 


Nombre d’auteurs insistent sur les relations frappantes que 
unissent les trois toxines végétales, racine, abrine et crotine, 
tout en soulignant le caractére spécifique de chacune d’elles, 
révélé par Vimmunisation. Nos expériences nous ont montré 
Videntité absolue des symptomes et lésions, chez les cobayes 
auxquels on injectait ces poisons sous la peau et dans les 
veines ; nous avons aussi constaté Vinefficacité du sérum anti- 
ricinique sur l’abrine et la crotine. 

Depuis iongtemps, un de nous considére les toxines et 
enzymes comme formés d'un é/ément actif, non antigéne (agis- 
sant sur la substance transformable) et d’un élément antigéene, 
inactif {« agi» par Vanticorps qui lui correspond), Interprétant 
Jes résultats de nos recherches suivant cette conception théo- 
rique, nous tenons les trois toxines végétales pour identiques 
quant a leur élément actif et dissemblables quant a leur élé- 
ment antigéne. Que l’on suppose le méme poison, contenu 
dans trois boites différentes (au moins quant & leur serrure), et 
on aura un schéma grossier de notre maniére de voir. Celle-ci 
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vise également divers autres groupes de toxines (venins des 
colubridés, venins des vipéridés, poisons du type « vibrion 
septique — bacteriwm Chauveri »,..), et d’enzymes (présures, 
par exemple — se rappeler les expériences de Morgenroth). 
Disons-le catégoriquement : si l'on possédait un corps chimique 
capable de neutraliser le poison vrai (élément actif) de la 
ricine, il neutraliserait aso facto, selon nous, celui de l’abrine 
et de la crotine. 

Comme l’avait pressenti Cruz, pres de ce bloc homogéne des 
toxines végétales, il convient de placer la toxine diphtérique, 
qui détermine, chez le cobaye, les mémes effets locaux — au 
point que nous avons dt copier, presque textuellement, ici la 
description de ces effets, publiée jadis par ’un de nous avec 
Loiseau. Les phénoménes généraux et les lésions n’offrent pas 
non plus de différences sensibles, ainsi qu’il ressort d’expé- 
riences nouvelles, entreprises dans ce sens. Nous nignorons 
point que les toxines végétales ont une action plus marquée sur 
les muqueuses, qu elles semblent incapables d’engendrer des 
paralysies (il faudrait, cependant, reprendre |’étude systéma- 
lique des mélanges ricine-+sérum antiricinique, abrine et 
crotine + sérums correspondants, avant de l'affirmer) et 
quelles se montrent plus résistantes aux diverses influences 
nuisibles. (Pour leurs effets 2m vitro, liés sans conteste a des 
agents autres que la toxine et décelables indépendamment d’elle 
chez plusieurs espéces végétales, on ne saurait les faire inter- 
venir ici.) Mais ces dissemblances comptent assez peu auprés 
des analogies. Par l’existence d'un temps d’incubation, par le 
caractére sec de leschare locale, par le groupement électif de 
certaines lésions thoraco-abdominales, le poison diphtérique, 
seul parmi tous ses congénéres connus de nous, se rapproche 
des toxines végétales, avec lesquelles il forme une véritable 
famille naturelle. 

Dans un travail d’ensemble sur les toxines et venins, nous 
aborderons, en détail, ces questions de classification qui sont 
appelées a dominer le point de vue thérapeutique, quand on 
connaitra le moyen de neutraliser les porsons vrais. 


RECHERCHES 
SUR L’HYDROLYSE COMPAREE DU SACCHAROSE 


PAR DIVERS ACIDES 
EN PRESENCE DE LA SUCRASE DE KOul 


par M. GasrreL BERTRAND, M. et M™e ROSENBLATT. 


Kn étudiant la facon dont se comportent les diastases de la 
levure haute et de Aspergillus niger vis-a-vis du saccharose, 
lorsqu’on les fait agir en présence de divers acides, nous avons 
vu que, non seulement la concentration en ions hydrogéne la 
plus favorable & hydrolyse conditionnée par la sucrase varie 
dune maniére importante avec la nature de l’acide ajouté, mais 
qu'il peut y avoir, pour un méme acide, des concentrations 
optima en ions hydrogéne notablement différentes suivant 
Porigine de la substance diastasique (1). 

Ainsi, en se servant de ]’acide acétique, la concentration 
en ions hydrogéne la plus favorable 4 l'action diastasique corres- 
pond & une addition, au milieu supposé neutre a l’hélianthine, 
de 1/50 de molécule-gramme d’acide par litre avec la sucrase 
W’Aspergillus et seulement de 1/300 de molécule-gramme ayec 
Ja sucrase de levure. En poids absolus, cela fait respectivement 
{ gr. 2 et 0 gr. 2 d’acide acétique par litre (2). 

Nous avons, depuis, trouvé un nouveau type de sucrase végé- 
tale dont le maximum d’activité s’exerce, non plus en présence 
d’une proportion notable d’acide libre, mais & une concentration 
en ions hydrogene trés voisine de celle qui correspond a la 
neutralité a Vhélianthine. 

Ce nouveau type de sucrase était contenu dans une prépa- 
ration extraite du koji et connue dans le commerce sous le 
nom assez impropre de takadiastase. Le koji, tel qu’on l’emploie 
au Japon a différents usages et principalement & la fabrication 


(1) Annales de l'Institut Pasteur, t. XXVI, p. 321 et 932, 1912. 
2) Ce dernier chiffre a été yérifié dans un travail de M. Grézes. Annales de 
UInstitut Pasteur, t. XXVI, p. 556, 1912. 
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de Valcool de riz ou saké, est une culture d’Aspergillus oryzex 
sur des grains de riz décortiqués et partiellement cuits; il ren- 
ferme une certaine proportion de cellules de levure. La prépa- 
ration commerciale provient, au contraire, d'une culture pure 
de la mucédinée. C’est un mélange de plusieurs diastases dans 
lequel les recherches d Atkinson (1), de Kellner, Mori et 
Nagaoka (2), de Wohlgemuth (3), de Szanto (4), ete., ont 
montré qu'il y avait de Vamylase, de la dextrinase, de la mal- 
tase, de la sucrase, de la trypsine, de la présure, de l’érepsine, 
de la monobutyrinase et, peut-étre encore, d'autres substances 
analogues. 

La préparation dont nous nous sommes servis avait été 
achetée depuis un an. Elle était pour ainsi dire entiérement 
soluble dans l’eau et présentait, comme les deux sucrases étu- 
diées antérieurement, une réaction comprise entre la neutralité a 
Vhélianthine et la neutralilé & Ja phtaléine du phénol. Kn opé- 
rant sur des portions de 10 cent. cubes de solution’ a 2 p. 100, 
nous avons obtenu les résultats suivants, rapportés 44 gramme 
de préparation diastasique : 


Alealinité a Vhélianthine . . 0 ¢.c. 64 de SO*H? normal. 
_ a Valizarine Silo comusuce. ONGC. 50 _ — 
Acidité 4 la phtaléine ... . . 0 c.c. 25 de NaOH normale. 

Cendres~ ... 5 Were, a7 
Alealinité des Ceaaree a Phéenanthine weUECeC Ope: SOs monrnmal: 


Dans chacune des expériences que nous javons faites, nous 
avons employé 5 cent. cubes d'une solution de 0 gr. 015 de 
préparation diastasique dans l’eau pure, c’est-a-dire une quan- 
tilé dont la saturation & Vhélianthine aurait exigé 0 c. c. 96 
d’acide N/100. 

Les expériences ont été conduites suivant une marche décrite 
en détail au sujet de la sucrase de levure (5), mais en faisant 
réagir les 5 cent. cubes de solution de sucrase sur 1 gr. 5 de 
saccharose dissous dans 80 cent. cubes d’eau pure ou de solu- 


(1) Proceedings Royal Soc., t. XXXII, p. 299, 1881 et Monileur scientifique, 
t XU 75 1882. 

(2) Zeits. physiol. Chemie, t. XIV. p. 297, 1890. 

(3) Biochem. Zeits., t. XXXIX, p. 324, 1912. 

(4) Ibid., t. XLII, p. 31, 1912. 

(5) Loe. cit. 
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tion acide titrée, avec addition de toluene. Aprés vingt- 
quatre heures, & la température de —- 28 degrés, on dosait 
le pouvoir réducteur sur 20 cent. cubes et l'on rapportait 
le résultat, caleulé en saccharose, au volume total du mé- 
lange. 

L’aclivité de la préparation diastasique s'est montrée cons- 
tante pendant toute la durée des recherches : le poids de saccha- 
rose hydrolysé en l’absence d’acide est resté compris, en 
effet, dans les expériences témoins, entre 132 et 136 milli- 
grammes. 

En raison de l’extréme sensibilité de la sucrase de k6ji a la 
réaction du milieu, nous avons di prendre des précautions 
particuliéres pour éyiter les causes d’erreur : les expériences 
que nous rapportons ont été effectuées dans des matras en verre 
résistant, les matras en verre ordinaire abandonnant des pro- 
portions suffisantes de substances alcalines au liquide sucré 
pour troubler d’une maniére notable et irréguliére, suivant les 
matras, la vitesse de la réaction diastasique. En outre, le 
saccharose utilisé dans les précédentes expériences a été purifié 
d’aprés une méthode indiquée par l’un de nous a propos 
dautres recherches (1). Sa purelé était telle qu’il était presque 
impossible de constater aucune alcalinité résiduelle en se 
servant d’hélianthine. Avec l’alizarine sulfoconjuguée, dont le 
virage est plus facile & saisir, et qui, dans le cas du sucre ordi- 
naire dont nous étions partis, donnait un chiffre & peine infé- 
rieur & celui de l'autre indicateur, nous avons trouvé que 
15 grammes de saccharose purifié, dissous dans 85 cent. cubes 
d’eau pure, étaient neutralisés par 0 c.c. 10 de SO‘H? N/100. 


Voici, d’aprés les séries d’expériences que nous avons faites 
et les représentations graphiques de leurs résultats, les quan- 
tités d’acides contenues dans les mélanges en réaction qui 
déterminaient hydrolyse la plus rapide du saccharose. Nous 
indiquons enméme temps, pour chaque série d’expériences, le 
poids de sucre décomposé par la sucrase seule (expérience 
témoin) et celui du sucre décomposé par la méme sucrase en 
présence de la quantité optimale d’acide : 


(1) GasrreL Bertranp, Annales de UInstitul Pasteur, t. XXVI, De 167, 1012. 
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VOLUME SACCHAROSE HYDROLYSE 
NOMS DES ACIDES @acide nn 
N/100 (1). (exp. tém.). (en réact. opt.). 


1° Acides monobasiques : 


Acide benzenesulfonique . 0 c.c. 83 135 milligr. 167 milligr. 
— chlorhydrique. ... 0 c.c. 94 435 — 163 — 
ACEI Caine ch coctwet bis ac OpcxGe 83 136 — 167 — 
— lactique... Ca Oil 134 — 162 _— 

2° Acides bibasiques : 

Acide sulfurique ..... : OF G5 Gra 89 134 — 170 -- 
= CODING 8 8 8 Aris OFC 84e8) Vi30 = V5 — 
SS PUAN KE: Beige a tee aie ON GICs Sil 134 — 170 _— 

3° Acide monobasique & Uhélianthine et bibasigue a la phtaléine : 

Acide phosphorique ..... 0 c.c. 86 1330 — 17 — 

40 Acide bibasique a Vhélianthine et tribasique a la phtaléine : 
INCLU GIUTIQUC ss) <1 ees ORCuC aan 136 — 170 _ 


Comme lalcalinité due aux quantités réunies de diastase, de 
saccharose et d'eau équivalait, dans chaque mélange en réac- 
tion, 4 0c. c¢. 97 d’acide sulfurique N/100, on voit, en compa- 
rant ce chiffre avec les résultats du tableau, que lactivité 
hydrolysante de la sucrase de koji a été maxima dans les 
mélanges neutres ou plutét tres légérement alcalins & ’hélian- 
thine. Calculée en soude, l’alcalinité la plus favorable corres- 
pondait & quelques dixiémes de milligramme seulement ajoutés 
par litre de liquide supposé neutre a l’hélianthine. 

Une aussi grande sensibilité & la réaction du milieu permet- 
tait de supposer une action favorisante nettement mesurable de 
V’acide borique. Nous avons effectivement trouvé qu’en présence 
de ce corps, dont lacidité a Vhélianthine est presque nulle, il 
y avait une faible accélération de hydrolyse avec un maximum 
de vitesse lorsque Ja proportion d’acide équivalait a 100 cent. 
cubes de solution centimoléculaire dans les 85 cent. cubes de 
mélange en réaction. Ainsi Ja sucrase seule ayant décomposé 
134 milligrammes de saccharose dans l’expérience témoin, elle 
en a décomposé 155 environ en présence de la proportion 
optimale d’acide borique. La proportion d’acide horique, supé- 
rieure A la proportion optimale, quia ramené la vitesse d’hy- 
drolyse & celle de l’expérience témoin, était voisine de M/10. 

Nous avons essayé aussi l’action de quelques sels. 

Avec le phosphate monopotassique, plus nettement acide a 


(1) Par rapport a Vhélianthine. 


——— 
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Vhélianthine que Vacide borique, le maximum d’activité a été 
atteint en présence d’une proportion de sel équivalent 11 cent. 
cubes de solution centimoléculaire. Saccharose hydrolysé par 
la diastase seule : 136 milligrammes et par la diastase en réac- 
tion optimale : 179 milligrammes. Ici, il a suffi de réaliser une 
concentration M/48 environ pour ramener hydrolyse a la vitesse 
de lexpérience témoin. 

Le citrate monopotassique s'est montré, comme on deyait s’y 
attendre, d'une grande activité: hydrolyse la plus rapide est 
apparue avec 0 c.c. 61 seulement de solution centimoléculaire. 
Saccharose hydrolysé par la diastase seule : 135 milligrammes 
et par la diastase en réaction optimale : 169 milligrammes. 

Enfin, le citrate bipotassique a présenté un cas remarquable. 
Ajouté en proportions croissantes, il a permis de faire passer 
d’abord assez rapidement la quantité de saccharose hydrolysée 
de 135 4 172 milligrammes, mais, a partir de la, une augmen- 
tation, méme trés grande, de la proportion de citrate est restée 
pour ainsi dire sans effet, ni dans un sens, ni dans l'autre. Ainsi, 
Voplimum atteint avec 1 c.c. 1 de solution centimoléculaire, 
persistait encore avec une proportion de sel équivalant a 
170 cent. cubes de la méme solution. C’est seulement pour une 
concentration relativement considérable en citrate que la vitesse 
(hydrolyse est redevenue peu a peu ce qu'elle était en l’absence 
de ce sel : 140 milligrammes au lieu de 135. Il est évident, 
d’aprés cela, que la réaction qui convient le mieux & l’action 
de la sucrase de k6ji est représentée, & trés peu prés, par celle 
d’une solution de citrate bipotassique (41); cette condition 
étant réalisée, la haute concentration du milieu en substances 
dissoutes tend presque seule a réfréner l’action hydrolysante 
de la diastase. 

On remarquera, en mettant en paralléle les recherches que 
nous avons publiées sur les sucrases de levure et d’ Aspergillus 
niger avec celles que nous yenons de décrire, que nous avons 
pris dix fois moins de saccharose dans les derniéres. Cest parce 
que, en raison du nombre des expériences nécessaires pour 


(1) Hl est intéressant de noter que le citrate bipotassique (essayé en solu- 
tion M/10) est nettement alcalin a l’alizarine sulfoconjuguée. Dans les mémes 
conditions, lacide borique est nettement acide et le phosphate monopotas- 
sique neutre ou plutét trés faiblement alcalin. - 
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arriver & une bonne approximation, il aurait fallu une trop 
grande provision de matiére sucrée, difficile & obtenir pure. 
Nous avons, néanmoins, en vue de raccorder les nouvelles 
recherches avec les précédentes, recommencé deux séries d’ex- 
périences avec 15 grammes de sucre au lieu de 1 gr. 5, toutes 
les autres conditions restant les mémes. Nous avons trouvé 
alors que activité hydrolysante de la sucrase de k6ji était la 
plus grande en présence de : 


NCI deccnlorhydriquesN| 100 sen we see ene ee ONCHOMESS 
EAC CLCULE UNV AU Macpac te. aehous ice ordouay copes ee Ao  lCrGand 


les quanlités de sucre hydrolysé étant, dans la série d’expé- 
riences avec l’acide chlorhydrique, de 235 milligrammes (expé- 
rience témoin) et de 255 milligrammes (en réaction optimale) 
et, dans la série d’expériences avec l’acide acétique, de 232 mil- 
ligrammes (expérience témoin) et de 249 milligrammes (en 
réaction optimale). 

Si Von déduit, des quantilés optima d’acides trouvées dans 
ces deux derniéres séries d’expériences, 0 c.c. 10 environ pour 
la saturation des 15 grammes de saccharose, on retombe sur 
des concentrations analogues 4 celles qui ont été obtenues avec 
les solutions moins sucrées. 

Nous ninsisterons pas sur la différence des concentrations 
en ions hydrogéne qui, suivant que l’on a ajouté un acide ou un 
autre, déterminent le maximum de vilesse de l’hydrolyse du 
sucre par la diastase du k6ji. Etant données les proportions 
extraordinairement petites d’acides qui suffisent & modifier dans 
ce cas la vitesse de la réaction, les mesures sont trés délicates 

“et Yon ne saurait, dans la partie de la courbe qui exprime la 
marche de hydrolyse au voisinage de son maximum de vitesse, 
atteindre un degré d’approximation suffisant pour étayer une 
argumentation solide. Malgré la sensibilité et la précision des 
méthodes de mesure utilisées, on évolue dans une zone de 
variations trop étroite pour que l’on puisse assigner une place 
rigoureusement exacte & chacun des acides essayés. Nous pen- 
sons, toutefois, que les conclusions générales rappelées au 
commencement de ce mémoire s’appliquent aussi bien a la 
sucrase du koji qu’aux deux précédentes ; ce quil faut retenir 
de nos nouvelles recherches, c’est done surtout la grande diffé- 
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la 


. 


rence des concentrations en tons hydrogéne qui déterminent la 
vitesse maxima de chacune des trois sortes de sucrases. 

En résumé, a la limite d’erreur prés de nos expériences, 
limite certainement inférieure & 0 milligr. 5 p. 1000, calculée 
en acide acétique, on peut dire que la sucrase de k6ji présente 
son activité maxima dans les solutions ot la concentration en 
ions hydrogéne est voisine ow méme trés légérement inférieure 
a celle qui correspond a la neutralité 4 Vhélianthine. Elle se 
distingue nettement, sous ce rapport, des sucrases de levure et 
d Aspergillus niger qui, elles, fonctionnent le mieux en présence 
d'une acidité trés notable vis-a-vis du méme indicateur coloré. 


ETUDES EPIDEMIOLOGIQUES ET PROPHYLACTIQUES 
DU PALUDISME 


NEUVIEME ET DIXIEME CAMPAGNES EN ALGERIE, 
EN 1910 ET I911 (1) 


par les D's Enomono SERGENT et Etienne SERGENT 


PARTIE GENERALE 
ETUDES EPIDEMIOLOGIQUES 


Le paludisme a été en général un peu moins virulent en 1910 
qu’en 1909. Dans certains points (vallée de la Seybouse, région 
de Jemmapes, de Robertville, région ouest du Sahel mitidjien, 
quelques localités de l’ouest de la Mitidja, Oued-Taria [dép. 
d’Oran]), on a observé une recrudescence sensible, 4 la suite 
de chaleurs prolongées jusqu’au mois de décembre. 

Le paludisme a été en général beaucoup plus virulent en 
1911 qu’en 1910. En de nombreuses régions, de véritables épi- 
démies se sont produites Cette recrudescence a été trés 
marquée dans la Mitidja. Dans Ja vallée de la Seybouse, la 
saison paiuaique a duré jusqu’en ‘avril 1942. 


I. — Gires a ANOPHELINES. 


1° Pluies. — L’hiver 1909-1910 a été ¢trés sec. Des pluies 
abondantes se sont produites tardivement, au printemps, 
reconstituant en certaines localités des gites plus étendus que 
ceux existant & la méme époque l'année précédente. 

L’hiver 1910-1911 a été assez sec. Les pluies de printemps, 
survenues tardivement, grossirent certaines sources : par suite, 
les mares de certains oueds (O. Chiffa) furent plus abondantes 


(1) Campagne dirigée pour le compte du Gouvernement général de 
lAlgérie. Pour les campagnes précédentes, voir Annales de l'Institut Pasleur, 
depuis 1902, et Ati della Societa per glt Studi della Malaria. Rome. 

25 
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et persistantes pendant I’été 1911 que les années précédentes, 
malgré les chaleurs remarquables et la sécheresse de cet été. 

En automne, des pluies précoces et abondantes créérent des 
cites abondants utilisés immédiatement par les moustiques, les 
chaleurs se prolongeant jusqu’en janvier 1912. 


2° Chaleurs fortes et prolongées. — Les chaleurs de l’été 1914 
furent extrémement fortes et prolongées. Aprés les pluies d’au- 
tomne, la température resta élevée jusqu’au coeur de [hiver. 
L’explication de la recrudescence générale du paludisme se 
trouve dans l’observation de ces données météorologiques. 


3° Remuements de terre, cause présumée de paludisme. — 
Des défoncements importants ont été exécutés en 1910 et en 
1911, au début de Vété, dans la région de Boufarik : en 1910, 
sur une étendue plus grande, au moins d'un tiers, queen 1911; 
or, le paludisme subit une modification inverse; les fiévres ont 
été beaucoup moins répandues dans cetle région en 41910 
quien 1911. 


4° Dates extrémes de la vie larvaire des Anophélines. — En 
4910, a la suite de chaleurs exceptionnellement prolongées 
jusqu’a la fin du mois de décembre, les pontes ont eu lieu dans 
la Mitidja jusqu’a la fin de novembre et dans la vallée de la 
Seybouse, jusqu’a la fin de décembre. 


5° Lonqueur du vol. — A Mondovi, la zone de défense, qui 
avait été portée & 3 kilometres en 1910 et en 1911, a été franchie 
par des quantités innombrables d’ Anopheles maculipennis males 
et femelles. Ce fait parait particulier a la région de la vallée de 
la Seybouse, car & Montebello la zone de 1.500 métres a encore 
suffi; & Tourville et & Sainte-Léonie, cette zone suffisante n’a 


pas dépassé 1.000 méires. 


ro a a > > . od « 

6° Effet des orages. — Les premiers orages de l’automne, 
accompagnés de pluie, semblent avoir eu pour effet, dans la 
vallée de la Seybouse, d’obliger les Anopheles a se réfugier dans 
les habitations; & chaque automne, depuis quatre ans, nous 
observons que les Anopheles ne parviennent au village de 


Mondovi que juste au moment du premier orage, dont la date 
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Ito 


varie naturellement chaque année. En 1910, des chaleurs pro- 
longées succédant & un premier orage, ont favorisé linvasion 
des Anophélines dans les habitations. 


T° Localités palustres prétendues indemnes d’ Anophélines. — 
Des Anopheles maculipennis ont été facilement récoltés en 1910 
dans deux localités qui nous avaient été signalées comme 
indemnes d’Anophélines (douar Magra prés de Barika, et Ain- 
Sennour prés de Souk-Ahras). 


8° Anopheles adultes en hiver. — Fait qui semble particulier & 
la vallée de la Seybouse et aux environs de Bone : les Anopheles 
adultes, trés nombreux en automne, ne disparaissent qu’au 
ceeur de l’hiver et souvent 4 la fin du mois de février. Dans la 
Mitidja au contraire, dont la température est sensiblement la 
méme que dans ces localités, les Anopheles disparaissent des le 
mois de novembre. 


9° Localisation Wune petite éyndémie de paludisme a une 
rangée de maisons (observation du D" Hubert). — A Oued-el- 
Aileug, tous les habitants, sans exception, de la rangée de 
maisons du boulevard Nord (une cinquantaine de personnes), 
subirent les atteintes du paludisme, et celte petite épidémie 
s’arréta d'une facon trés nette a la deuxiéme rangée de mai- 
sons. Les autres habitants du village, logés a quelques métres 
seulement du boulevard Nord, sont restés indemnes. Juste en 
face, 2500 métres environ, se trouvent des canaux, ruisseaux, 
gites & Anophélines. Ce fait de localisation du paludisme & Oued- 
el-Alleug est identique a celui qui a élé obseryé 4 Djidjelli en 
1908 et & Arzew en 1906. Un quartier de ces villes, seul, a été 
infecté de paludisme, celui qui se trouve le plus rapproché de gites 
a Anophélines. Les Moustiques ont été recueillis dans les habi- 
tations contaminées, et pas dans le centre de la ville. Trouvant 
de la nourriture sanguine & proximilé, ils n’ont point eu ten- 
dance & se répandre plus loin. 


10° Paludisme variant dans une méme région selon Cunpor- 
tance des yites. — Dans un méme douar (Oued-Hamla, commune 
mixte d’Ain-Touta), le paludisme) est plus intense dans les 
gourbis situés prés, d'une source a mi-flane d’une ‘colline, que 
dans les gourbis placés a quelques centaines de métres dans le 
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fond de la vallée, au bord d'un oued. Cet oued séche rapidement 
en été, tandis que la source crée constamment de petites mares 
& ses abords. 

Sur lemplacement du futur centre d’Arago (commune mixte 
d’El-Milia), la proportion des fiévreux est beaucoup plus forte 
aux Hachéches qu’a la mechta Agoufa, distante de 300 métres 
environ. Les gites (sources et leurs abords), nombreux aux 
Hachéches, sont nuls 4 ]a Mechta Agoufa. 


Ate Absence de gites d Anophélines et absence de paludisme. 
— Bourlier, Burdeau; pas de gites & Anophélines depuis la 
eréation de ces deux centres ; personne n’y a contracté le palu- 
disme (renseignements du D" Aucaigne). 


II. — Reservoir pe Virus. 


le Lindex splénique renseigne parfois mieur que lindex 
hématologique. — 39 indigénes pris au hasard en 1910, & Ain- 
Mokra, une des localités des plus malsaines de l’Algérie, ont un 
index endémique splénique égal a 37 sur 39, 3 seulement pré- 
sentent des Hématozoaires. Dans la méme_ semaine, chez 
32 indigénes pris au hasard a Ouled-Rahmoun (village), localité 
des Hauts-Plateaux relativement beaucoup moins fiévreuse 
qu’Ain-Mokra, l’index splénique est de 30 sur 52, et 13 fois on 
trouve les parasites du paludisme. 


Index endémiques relevés en 1940. 


PROPORTIONS DE GROSSES RATES 


( dew Oar San Sar. ae eed ORS TTS 
Enfants. . . ) de 6a 10 ans.) 2) 6238) Sure) 22228) -504 sur 20950 
(ded adSans.... 129 sur 4.14 
Adultes:, ..e).au-dessusudemi vans a. yaunii ce .. 450 sur 897 
OtAUs ae ess 654 sur 3.847 
BOltgtcc es hee. 16,9 p. 100 


Ces rates ont été palpées du it février au 31 décembre 1910 dans les loca- 
lités suivantes : 

DéeantEMENT pb’ALGER. — Birtouta, Boufarik, Attatba, Chiffa, Marengo, Mon- 
tebello, Mouzajaville, région de Vancien lit de l'oued Djer, Chéragas, Nelson- 
bourg, Souagui, Beni-Haoua, El-Marsa, Taougrit, Hardy. 
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DEPARTEMENT DE CONSTANTINE. — Mondovi. Pe thiévre, Aguedel-el-Beylik, Ras- 
el-Aioun, Zana, Barral, Oued-Hamla, Oued-Chaba, Msila, Arago, Foum-Toub, 


Magra, Mdoukal, Biskra, El-Kantara, Berriche, Ain-Ameur-Kbira, Safsat, Bek- 
karia, Ain-el-bey, Bellaa. 


DépanTewentT D’'ORAN. — Tourville, Sainte-Léonie, Port-aux-Poules, Ain- 
Kerma, Ain-Dzarit, Taoudmout, Berthelot, Habra. 


1° TABLEAU DES RESULTATS DES EXAMENS MICROSCOPIQUES DU SANG DE 
SUJETS HABITANT DES LOCALITES PALUDEENNES (JUSQU’AU 31 DECEMBRE 
1910). 


PARASITES 

PAR L’HEMATOZOAIRE cones AVEC 
ha ee en grosse 
| PESSAIRE RATE 


NOMBRE 
D'EXAMINEFS 
Tierce Tierce 


5 Ree Q 
maligne. | bénigne | RENE 


Fébricitants. . .. 43 1 


Non-fébricitants. 


| 
| 


Totaux 
ee a 
8 a hématozoaire 

du paludisme. 


Index endémiques relevés en 1911. 


PROPORTIONS DE GROSSES RATES. 


Cole “Wen Being S54 Bed Siler) 
Enfants. de 6410 ans... 438 sur 631 $ 680 sur 41.969 
ded 4 45%ans 2o.e- 320) suris63 
Adultes; . 2... cau-dessous;dei5cans 2... «= 160) sur 1760) 
ILOtALIXee eee OL UMS UNO OM) 
SOM striae: 23,5 p. 100. 


Ces rates ont été palpées du 1e" février au 31 décembre 19141 dans les loca- 
lités suivantes : 


DépARTEMENT DE Constantine. — Barral, Guébar, Mondovi, Penthiévre, Seguiet- 
Sidi-Youcef. 


D&pARTEMENT D’ALGER. — Atlatba, Birtouta, Boufarik, Bougainville, Chéragas, 
Chiffa, Marengo, Montebello, Région de ancien lit de loued Djer. 


DépPARTEMENT bD’OrAN. — Ain-Alem, Berkéche, El-Ousseukh, Medrissa, Oued- 
Sellem, Port-aux-Poules, Sainte-Léonie, Tagremaret, Ténezera, Zeroual'a. 
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1° TABLEAU DES RESULTATS DES EXAMENS MICROSCOPIQUES DU SANG DE 
SUJETS HABITANT LES LOCALITES PALUDEENNES (JUSQU’AU 3L DECEMBRE 
1914). 


PARASITES 


a¢ CORPS ¢ 
: PAR L’'HEMATOZOAIRE A CORPS AVEC 
‘f RE en 
phe a re ee en grosse [ 
“py IES DEMI- 
PPS SOS Tere Tierce Ps PESSAIRE| RATE 
LOL C Oma eee ee Quarte. | LUNE 
maligne. | bénigne. 
Fébricitants ... 16 6 2 3 » 2 14 : 
Non-fébricitants . 34 33 3 2 4 3 19 | 
| 


Totaux 50 9 5 5 | 4 4) 30 


19 A hématozoaire 
du paludisme. 


Le procédé rapide suivant nous a permis de colorer d'une 
facon trés satisfaisante les lames de sang paludéen : 


(GIeMe ans. cus et oie nee . 
cs Sita - dai p. e. — Chauffer légerement. 
Baulrdistillcen sas aeemN E 8 € 


En deux ou trois minutes, la coloration est suffisante. 

2° Cas de premiere invasion en hiver, dans la Mitidja. — Un 
nouveau-né de décembre 1909 contracte un paludisme grave 
en janvier 1910 dans une ferme témoin de Montebello. 

3° Frévre bilieuse hémoglobinurique. — En 1910, cette forme 
grave du paludisme existe encore dans la Mitidja (un décés & 
lAlma signalé par le D" Burlat). Dans la vallée de la Seybouse, 
& cas non graves signalés par le D" Marbot. A Robertville, cas 
nombreux, 2 décés (D" Cialvadini). Malgré la recrudescence 
des fievres en 1911, il n’a pas été constaté, en général, durant 
celte année, un grand nombre de cas de fiévre tars. hémo- 
giobinurique, comme en 1904, par exemple. 

4° Nous retrouvons, chaque année, les corps en pessaire et 
les corps en demi-lune dans le sang des habitants cachectiques 
des régions fiévreuses. 

5° Importance du voisinage des indigenes. — Le centre de 
Catinat, peuplé exclusivement d’Européens depuis trois ans, 
na pas eu a souffrir du paludisme depuis sa création. Les gites 
i Anophélines y sont pourtant nombreux et proches, mais 
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aucun indigéne n’y habite. Ceux qui étaient campés sur l’ancien 
emplacement ont été déplacés au moment de la création du 
centre et recasés beaucoup plus haut dans la montagne. 

6° Danger colporté par les émigrants. — A Beni-Haoua, 
8 ouvriers espagnols éprouvent, dés leur arrivée (en automne), 
des rechutes d’un paludisme contracté ailleurs (Parasite de la 
tierce maligne chez I’un, de la tierce bénigne chez les autres). 
(Observation du D* Cambillet.) L’index endémique de la loca- 
lité, constaté la méme année au printemps (observation person- 
nelle) (9 sur 55=16.3 p. 100), a done beaucoup augmenté 
({7 sur 63= 25.3 p. 100) du fait de l’arrivée de ces émigrants. 


III. — Susers Exeosks. 


Les mémes faits se reproduisirent toujours dans les villages 
fiévreux, ot. les anciens habitants sont acclimatés. Seuls y 
montrent de violents accés de paludisme les nouveaux arrivés 
(El-Affroun) et les nouveau-nés : fermes Casadémon, Bernard 
(Mitidja). 


PARTIE SPECIALE 
ETUDES PROPHYLACTIQUES 


Ve 


MESURES ANTILARVAIRES. 


4° Le service antipaludique a compris en 1910 et en 1911 le 
méme personnel qu’en 1909, pour le département de Constan- 
tine. A Montebello, agent chargé des mesures antilarvaires a 
été pris sur place : le garde-canaux des Ponts et Chaussées, 
résidant & Montebello méme. 

A Tourville et Sainte-Léonie, méme chantier que les années 
précédentes. 

2° Les petites mesures antilarvaires déja commencées en 
1909 & Montebello, nous ont donné d’excellents résultats en 
1910 : la cuvette du lac Halloula a pu étre tres rapidement 
asséchée, en alternant les trajets d’écoulement de l'eau de 
sources abondantes. 
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Les « petites mesures antilarvaires » ont encore suffi en 1911 
a assécher rapidement la cuvette du lac Halloula. 

Quelques drainages & ciel ouvert ont suffi pour assainir le 
village de Montgolfier qui, au début du peuplement (datant de 
cing ans), a subi les atleintes d’un paludisme grave (3 cas de 
mort chez des Européens par paludisme en 1906 et 1907. Ren- 
seignements du médecin local, D* Figarella). 


Onhemo 2 une Odrivation odternonle el periodione 


“Dewees | ‘ 
O un , pour maintenir cefar-er a see 


Fie. 1. 


3° Les plantations de Taxodium distichum. — (Voir cam- 
pagnes antipaludiques de 1908, p. 170, et de 1909, p. 124.) Elles 
ont moins bien réussi dans la Mitidja que celles d’arbres com- 
munément employés pour assécher les bas-fonds (saules, euca- 
lyptus). 

Au lac Fezzara, les pieds de Taxodium que nous avons fait 
planter le plus loin possible dans la cuvette du lac, ont tous 
péri. 

Par contre, les saules plantés dans l’ancien lit de l’oued Djer 
(Mitidja) ont pris un développement remarquable, et ont 
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3) 


dépassé.en deux ans le niveau de la plaine, élevé lui-méme 
au-dessus du fond de l’oued d’une hauteur de 34 4 metres. 
Les essais d’ensemencement d’Azol/a faits & Birtouta & la 
surface de trous de briquetterie remplis d’eau dépourvue de 
poissons, ont échoué. Au bout de deux mois, les surfaces d’eau 


Fic. 2. — Ancien lit de loued Djer (Mitidja) 1908. 


Premiers travaux exécutés au mois d’avril 1908. Les talus sont écrétés et 
rejetés dans le lit de loued, ot l’eau sans écoulement forme un vrai marais. 


ensemencées (environ 3 métres carrés) ne contenaient. plus 
trace d’Azolla. 


I bis. — MESURES CONTRE LES ADULTES. 


La combustion de poudre de pyréthre simple nous a donné 
les mémes résultats, & dépense égale, que celle des fidibus. 
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11 trous-piéges en bois (modéle du D* Blin), munis de la 
modification que nous y avons ajoutée (voir campagne antipa- 
ludique de 1909, p. 425) ont été utilisés & Mondovi. Quelques 
douzaines de Moustiques ont été ainsi capturées. 

Un appareil qui a permis de détruire des milliers de Mous- 
tiques a été imaginé par l’inspecteur antipaludique : il consiste 
en une sorte de nasse en treillis métallique, dont l’ouverture 
est fixée sur un cadre de bois que l’on place a lorifice des sou- 
piraux, la nasse étant du cdté de Vintérieur de la cave: les 
Moustiques youlant pénétrer dans la cave, leur refuge de pré- 
dilection, sont ainsi facilement capturés. A Mondovi, les caves 
sont peu nombreuses. Dans celles qui ont été munies de ces 
nasses, les captures d’Anopheles furent tres abondantes (jusqu’a 
plusieurs centaines par jour). 

Un procédé qui nous a donné aussi de trés bons résultats a 
été mis en cuvre & Mondovi et & Penthiévre; il consiste a 
asphyxier les Anopheles au moyen des vapeurs de quelques 
goultes d’alcool placées au fond d’un entonnoir bouché; on 
applique cet entonnoir fixé & lextrémité d'une canne ou d'un 
simple roseau, contre le plafond ou contre les murs ot se 
trouvent les Anopheles; les vapeurs de l'alcool font tomber les 
Insectes au fond de l'entonnoir au bout de quelques secondes. 
Par ce procédé, il a été capturé en deux mois (novembre et 
décembre) plus de 60.000 Anopheles males et femelles, & Mon- 
dovi et & Penthiévre. Paar 

En 1911, mémes procédés qu’en 1910, et mémes résultats 
excellents. 


Il. — Quiniisation. 
pie ; 
“41. Réglementation de la vente de la quinine en dragées. — 
Conformément & la réglementation de la vente du bichlorhy- 


‘drate de quinine en dragées, en Algérie, 24 pharmaciens ou 


médecins en 1910, et 15 en 1941, ont fourni au Service antipa- 
ludique les boites de dragées de quinine. 

2. Essai de différents modes de quininisation. — La quinini- 
sation a été quotidienne (20 centigrammes par jour) & Mondovi, 
Penthiévre, Habra, Biskra, en 1910. 

Elle a eu lieu, la méme année, tous les trois jours (60 centi- 
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grammes chaque fois pour les adultes : doses proportionnées 
pour les enfants : 30 et 20 centigrammes)’’ Birtouta, Altatba, 
Tourville, Sainte-Léonie, Chéragas. 

Elle a eu lieu tous les six jours (60 centigrammes chaque 
fois pour les adultes ; doses proportionnées pour les enfants) & 
Montebello, Goujili, région de Vancien lit de l’oued Djer, 
Marengo, Boufarik; Chiffa. 

Résultats des différents modes de quininisation en 1910. — 
La palpation des rates nous donne les résultats suivants. 


DOSES * LOCALITES AMELIORATION essen ee AGGRAVATION 
Quininisation Mondovi, 19 35 7 
quotidienne : | Habra, Biskra. 

20 centigr. ° Doe Dad 83,5 p. 100 2,02 p. 100 
Tousles3jours:|/Birtouta, Atlat- us) 425 4 
60 centigr. ba, Tourville, we 
: Ste-Léonie,| 4,2 p. 100 94,6 p. 100 0,9 p. 100 
Chéragas. G 
Tous les6jours:|Montebello, ré- 35 300 LG 
60 centigr. gion de lan- ; 
cien lit de| 9,7 p. 100 80,4 p. 100 |» 4,8 p. 100 
Youed Djer, 4 , ‘ 
Marengo,Bou- 
farik, Chiffa. 


Témoins (non yuininisés). 5 220 24 


Fermes voisines de Montebello,| 0,8 p. 100 90,5 p. 100 8,7 p. 100 
Barral, Guébar. Nechmeya, 
Port-aux-Poules. 


On voit, par ce tableau, que les trois modes de quininisation 
employés (quotidienne, tous les trois jours, tous les six jours) 
donnent des résultats appréciables. Au contraire, dans les loca- 
lités témoins, le pourcentage des rates améliorées est trés faible 
et celui des rates aggravées est trés fort. 

En 1911, la quininisation a eu lieu tous les jours 4 Mondovi, 
Biskra, Siliana, E] Hannser. 

La méme année, elle eut lieu tous les trois jours (60 centi- 
grammes chaque fois pour les adultes; doses proportionnées 
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pour les enfants : 40 et 20 centigrammes) 4 Birtouta, Attatba, 
Tourville, Sainte-Léonie, Chéragas, Penthievre, Montebello. 

Elle a eu lieu tous les six jours (60 centigrammes chaque fois 
pour les adultes; doses proporlionnées pour les enfants) a 
Marengo, Boufarik, Chiffa, région de Vancien lit de lVoued 
Djer. 

En 1941, lorsque la quininisation a pu étre quotidienne, elle 
a donné de meilleurs résultats, en général, que lorsqu’elle avait 
lieu tous les trois jours. Néanmoins, la quininisation faite tous 
les trois jours et aussi celle faite tous les six jours, ont donné 
des résultats tres appréciables, surtout dans les localités ot, con- 
curremment, les mesures antilarvaires étaient appliquées. 

3° Quininisation pendant Uhiver. — A Attatba, 4 nouvelles 
rates hypertrophiées sont redevenues normales a la suite de 
quininisation réguliére quotidienne pendant toute la saison 
hivernale de 1909 4 19140. 

4° Choiz du sel de quinine et de Pexcynent. — Sauf chez les 
nourrissons, les dragées roses de bichlorhydrate de quinine a 
20 centigrammes (modéle du service antipaludique) sont tou- 
jours et partout acceptées le plus facilement. Pour les nourris- 
sons, il a été beaucoup plus commode a la plupart des quinini- 
sateurs de donner la solution aqueuse de quinine (une demi- 
dragée fondue dans l’eau) que de faire absorber une chocolatine 
au tannate de quinine, gui n’est pas absorbée rapidement, 
comme la cuillerée de solution; par conséquent l’absorption de 
la chocolatine ne peut étre surveillée. 

5° Le nombre total des personnes quininisées réguliérement 
par des quininisateurs a été de 3.000 chaque année. 

Dans ces chiffres ne sont pas comptées les personnes quini- 

nisées par les différents médecins collaborateurs. 
— 6° Quininisateurs. — La quininisation a été confiée, dans les 
champs de démonstration et dans les localités & réservoir de 
virus abondant, 4 des Européens. En 1910, et en 1911 furent 
employés 16 quininisateurs européens (14 hommes, 5 femmes), 
qui, en général, nous ont donné satisfaction. 

Nous n’avons qu’& nous louer du concours trés précieux des 
institutrices qui, au nombre de 12, et des instituteurs qui, au 
nombre de 6, ont quininisé les enfants des écoles au printemps 
et a l’automne, 
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Ill. — Dérense mécanique. 


Chaque année voil s’augmenter le nombre des fonctionnaires 
et des particuliers dont les logements sont grillagés. 


Propagande. 


En 1910 et en 1911, comme les années précédentes, on a mis 
en ceuvre les divers moyens de répandre dans le public les 
notions de prophylaxie des fitvres paludéennes : planches 
murales, notices illustrées, brochures donnant le texte d’une 
conférence, cartes illustrées, papillons en francais et en arabe, 
plaques émaillées contenant quelques recommandations dans 
les deux langues, placées dans les wagons, gares, bureaux de 
poste. 


RESUME DE LA PARTIE SPECIALE (1) 


|. — CHAMPS DE DEMONSTRATION 
Montesetito (département d Alger). 


1910 (7° campagne). Protégés. — Européens : 78, dont 4 nou- 
veau-nés. . 

0 cas de premiére invasion. 

Chez les anciens infectés, rechutes trés rares et trés légéres. 

Témoins. — Localités situées le long du canal de desséche- 
mcnt du lac Haloula : recrudescence sensible, au moins 16 cas 


de premiére invasion. 


1944 (8° campagne). Protégés. — Européens : 70, dont 4 nou- 


veau-nés. 
0 cas de premiére invasion. 
Chez les anciens infectés, rechutes trés rares et tres légéres. 


Témoins. — Localités situées le long du canal de desséche- 
ment du lac Halloula. Au moins 410 cas de premiére invasion 


(dont 2 mortels). 


(1) Le rapport complet sera envoyé a toute personne quien tera la demande 
3 Institut Pasteur d’Algérie ou au Gouvernement général de l’'Algérie. 


386 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


4910 (4° campagne). Protégés. — Européens : 800 environ. 
0 cas de premiére invasion. 


NoontebeLho 


L Oe Ca Lutte arntiypalicor gece 


FEEE 


Décroioranee Coe pourcentage annue der 


Coun de es Worrron Oe pus fe 
Fic. 3. 


Monpovi (département de Constantine). 


Chez un ancien infecté, 1 cas bénin dhémoglobinurie. 
Témoins. — Barral, Gusher 362 Européens. 
2 cas graves d’ ene biiliiaris, 
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1944 (5° campagne). Protégés. — Européens : 900 environ; 
63 nouveau-nés. 


Docc tda temo nardes i bom babelee 


(Farmes artucers fe long Du canal prints pe) 


Paluideens. =" 


S& pourcentage annuel Des cx" Oe premix 


loujporrtp ean che meine augmonte- 
| Hic. 4. 


2 cas de premiere invas:02. 

Chez les anciens infectés; 3 cas graves d’hémoglobinurie 
(dont 2 mortels) chez 3 enfants non gquininsés, 

Témoins.. — Barral, Guébir : 400 Européens environ, 

6 cas graves de premiére invasion. 
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4910 (5° campagne). Protégés. — Européens : 1.000 environ; 
18 nouveau-nés. 


Tourvitte (département d Oran). 


Coarolles 


Necroimoancee Ort pourtcen rete 


Oe deen? cacheclques ee be Debi De- 


Fic. 5. 


| Ocas de premiére invasion. 
Témoins. — Barrage de l’oued coun : 2 cas de premiére 
invasion chez 4 personnes, 
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1914 (6° campagne). Protégés. — Européens : 1.000 environ; 
19 nouveau-nés. 
0 cas de premiére invasion. 


Locafités temorno Oe Gorrville 


400% 


| 90% iL 


Paludéens 


guts ; es | 
1996 141907 11909 | 4909 4910} 4944 | 
OW @ ” ¢ ~ 
Le porvrcentaye annuel deo carve 
premiere invasion xerte toujorrro aleve 
(donnees approsximatives) 
Fic. 6. 
Témoins. — Fermes voisines : 8 cas de premiére invasion sur 
100 personnes environ. 
Saire-Léonie (département d’ Oran). 
1910 (4° campagne). Protégés. — Européens : 300 environ ; 
8 nouveau-nés. 
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0 cas de premiére invasion. 

Témoins. — Les mémes que pour Tourville. 

4941 (5° campagne). Protégés. — Européens : 300 environ ; 
{6 nouveau-nés. 

0 cas de premiére invasion. 

Témoins. — Les mémes que pour Tourville. 


ll. — CAMPAGNES ANTIPALUDIQUES 


Comme les années précédentes, des quininisations ont eu 
lieu en différentes localités bien étudiées des trois départe- 
ments, notamment dans la Mitidja, par les médecins collabo- 
rateurs du Service antipaludique. Les résultats obtenus, bons 
en général, sont exposés dans le Rapport général (1). 

850 kilogrammes de dragées de quinine ont été distribués & 
titre préventif et curatif pendant l’ensemble des deux années 
1910 et 1911. 

Dans les gares fiévreuses des huit réseaux de Chemins de fer 
algériens, les mesures antipaludiques ont été surveillées par 
des agents spéciaux : M. Labrousse pour I'Etat algérien (Oranie), 
M. Petit pour l’Etat algérien (Est), M. Treuvelot pour le P.-L.-M. 
et par MM. les ingénieurs de l’Ouest-Algérien, du Bone-Guelma, 
du Bone-Saint-Charles, du C.F. R.A. et du Bone-la Calle. 


Des mesures antilarvaires onl été appliquées en dehors des, 


champs de démonstration, en plusieurs localités, sous la direc- 
tion des médecins collaborateurs et de M. Pellegrin, inspecteur 
antipaludique. 

Nous sommes heureux de remercier bien vivement nos excel- 
lents confréres des trois départements de leur précieuse colla- 


boration, les autorités préfectorales et municipales de leur: 


active bienveillance, qui tient & seconder initiative du Gou- 
vernement général, les ingénieurs et agents de Chemins de fer, 
dont Vaide obligeante ne nous manque jamais, les institutrices 
et instituteurs qui s’appliquent avec déyouement et succes a 


propager Vhygiene antipaludique. Nous remercions enfin nos 
dévoués collaborateurs, M. Pellegrin, les quininisatrices et les. 


quininisateurs. 


(1) Ce rapport sera adressé & Loute personne qui le demandera a l'Institut 
Pasteur d Algérie. 


RECHERCHES 
SUR L’ACTION DE DIVERS ACIDES ET SELS ACIDES 


SUR LE DEVELOPPEMENT DE L’ASPERGILLUS NIGER 


par Acexanpre KIESEL. 


(Laboratoire de M. le professeur Gabriel Bertrand.) 


La plupart des travaux concernant l’action des acides et des 
sels acides sur le déyeloppement des plantes w’ont pas eu 
pour but de comparer l’influence relative des divers représen- 
tants de ces groupes de corps. Parfois on a voulu simplement 
établir si la présence d’un acide était favorable ou non; dans 
d’autres cas on a cherché une dose qui fit encore supportable, 
nuisible ou mortelle, sans se préoccuper de trouver une dose 
limite bien déterminée. Méme dans les cas ot les auteurs ont 
fait des recherches comparatives avec plusieurs acides, on ne 
trouve pas dans leurs travaux des résultats suffisamment ins- 
tructifs pour deux raisons: ou bien ils n’ont pas recherché la 
dose critique juste suffisante pour empécher le développement 
de la plante ou la production de tout autre phénoméne vital 
caractéristique, ou bien ils se sont adressés a des critériums 
manquant de précision. 

Pour déterminer exactement l’influence d’un corps, il faut 
posséder un critérium bien déterminé; il faut aussi travailler 
avec des doses de corps progressivement croissantes et rap- 
prochées le plus possible les unes des autres; enfin, il faut 
expérimenter avec des plantes présentant une résistance sinon 
identique physiologiquement (ce qu'il est impossible d’ayoir), 
du moins aussi rapprochée que possible. 

La. derniére condition empéchera de comparer les indica- 
tions de divers auteurs pour la méme plante et cette condition 
rend difficiles les expériences sur les plantes supérieures : les 
eraines, méme si elles proviennent d’une seule plante, pré- 
sentent une résistance assez différente pour qu’on ne puisse 
pas travailler sur les milieux de concentrations assez voisines. 
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Les expériences avec les végétaux inférieurs présentent évi- 
demment plus de garanties, puisqu’on peut éviter plus facile- 
ment les différences individuelles : on n’opere pas avec une 
seule graine, mais avec un assez grand nombre de spores. 
C’est pour cela que dans -le travail actuel j’ai choisi l’Asper- 
gillus niger comme sujet d’expérience. 

Les travaux qui touchent notre question de plus prés et 
étudient l’activité relative des acides (et des sels acides) ne 
sont pas nombreux. 

Ainsi Kahlenberg et True (1) ont étudié Vinfluence d'un 
grand nombre d’acides sur le Lupinus albus; ils mesuraient 
la croissance en longueur des racines des jeunes plantules en 
présence de différentes quantités d’acides. Les doses d’acide 
ajoutées dans une série d’expériences sur le méme acide 
étaient entre elles comme 1:2: 4... Pour la plupart des acides, 
ils ont trouvé comme dose limite qui permet encore la crois- 
sance des racines 1/6400 de mol. p. 1. Mais il ne faut pas 
oublier que la dose immédiatement supérieure était déja 
1/3200 de mol. p. l. Pour d’autres acides, moins dissociés, ils 
ont trouvé une concentration plus forte. Dans leurs conclusions, 
ils attribuent l’influence des acides & lion H+, sauf pour quel- 
ques acides d’une toxicité spéciale (HCN, CrO,). 

Heald (2) a fait des expériences de la méme facon avec 
quelques autres planles supérieures et Kahlenberg et Austin (3) 
se sont occupés des sels acides. Heald note une sensibilité 
différente des plantes de diverses especes; Kahlenberg et 
Austin ne peuvent pas expliquer |’influence différente des sels 
seulement par lion H*, mais ils remarquent en méme temps 
que linfluence des sels change dans le méme sens que leur 
activité sur inversion du saccharose. 

La grande résistance des moisissures aux influences exté- 
rieures est un fait bien connu. Aussi Clark (4) en étudiant 
action relative de huit acides sur. cing moisissures diverses a 
trouvé qwil fallait des doses d’acides beaucoup plus élevées 


) Botan. Gazette, XXII, 1896, p. 81. 

) Botan. Gaselte. XXII, 1896, p. 125. 

) Journ. of physic. Chemistry, v. IV, 1899, p. 553. 

4) Botan. Gazelte, XXVIII, 1899, p. 289, 378 (Journ. of physic, Chem., v. Ill, 
4899, p. 263). 


(1 
(2 
(3 
( 


— : 
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pour empécher le développement des spores, que pour em- 
pécher la croissance des plantes supérieures. A ces con- 
centrations les acides n’étaient plus dissociés complétement 
et leur molécule non. dissociée exercait d’aprés lui une 
influence assez remarquable. Trouvant ainsi que l’aclivité des 
acides ne correspondait pas & la quantité de leurs ionsiH*, 
Clark téche de calculer influence relative des parties disso- 
ciée et non dissociée d’acide et trouve que cette derniére partie 
Joue un rdle tres important dans l’action de l’acide sur les 
plantes. 

Il est regrettable que dans l’exposé des conditions d’expé- 
rience l’auteur n’ait pas apporté plus de précision. 

Les expériences de Clark ont été faites dans des chambres 
humides avec des gouttes pendantes. Dans ces conditions, les 
cultures ne permettent pas de faibles variations graduelles de 
la concentration des acides dans les cultures consécutives 
d’une série. J’ai observé ce fait dans plusieurs séries de cul- 
tures faites dans les mémes conditions en vue de 1’étude 
microscopique des changements morphologiques de Il’ Asper- 
gillus en présence de diverses doses d’acides. D’aprés le travail 
publié par Clark, on ne sait pas quels étaient les intervalles 
des doses d’acides quand on passait d'une culture a la sui- 
vante. Ses diagrammes sont donnés pour les intervalles 
1:2:4..., tandis que pour les doses limites il a donné des 
chiffres qui ne correspondent pas a ces intervalles. De la une 
confusion, et l'on ne sait pas comment Clark a déterminé les 
doses limites. En outre, une complication inutile résulte de la 
création de coefficients qui rendent la lecture incommode sans 
rien ajouter aux faits. 

L’étude de A. le Renard (1) sur Vinfluence de quelques 
acides sur le Mucor mucedo démontre aussi que l’action des 
acides n'est pas seulement fonction des ions H ~. 

Rufz de Lavison (2) déclare, plutot théoriquement, que les 
ions ne jouent pas de réle dans la production d’un effet toxique 
par un corps. 

Paul, Bierstein et Reuss (3), en étudiant leffet antiseptique 


(4) Journ. de botan., XX, 2° série, t. II, 1909, nos 7-9, p. 169. 
(2) Ann. de sc. nat., Botanique, 9° série, t. XIV, 1911, p. 97. 
(3) Biochem. Zeitschrift, XXIX, 1910, p. 202. 
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de divers acides sur une bactérie, constatent aussi que la toxi- 
cité ne dépend pas seulement de la quantité des ions H~. Ils 
ont trouvé.que les acides acétique et butyrique normal exercent 
une influence plus grande, que leur degré de dissociation ne 
permettait de l’attendre. 


MérnopeEs D’ EXPERIENCE. 


Toutes les cultures ont été faites dans des tubes (1) 4 essai de 18 milli- 
métres de diamétre, tout neufs, pour éviler l’influence des substances nui- 
sibles qui pouvaient rester a l’état de traces dans les lubes déja utilisés, 
méme trés bien lavés. 

Comme milieu de culture, j'ai employé le liquide de Raulin avec addition 
des acides sans changer sa concentration normale. 

Pour obtenir cette concentralion on préparait le liquide de Raulin une fois 
et demie plus fort qu’il ne le fallait; pour 10 cent. cubes de ce liquide, on 
ajoutailt une quantité correspondante d'un acide d'un titre fixé el de leau 
pour obtenir en tout 15 cent. cubes. La différence de Ja concentration de 
Vacide dans deux tubes se suivant dans une série de cultures ne dépassait 
pas 10 p. 100. Aprés avoir bien mélangé le contenu des tubes, on faisait un 
assez large ensemencement de conidiospores d’Aspergillus avee un fil de 
platine pour éviter l'influence de Vindividualité des spores, et on abandon- 
nait les tubes dans une chambre thermostat 4 35 degrés. 


Les milieux étaient stérilisés, ce qu'il est impossible de 
faire en travaillant dans Jes chambres humides. On pouvait 
étre stir que chaque mycélium, se développant dans les cul- 
tures, provenait des spores d’Aspergillus ensemencées. Jamais 
je n’ai eu de contamination. 

La stérilisation offrait certaines difficultés. On ne pouvait 
pas stériliser les milieux déja préparés, parce que, sous l’in- 
fluence d’une certaine quantité d’acide, le sucre se décom- 
posait et le liquide devenait souvent jaune, méme brun; par- 
fois il se formait un précipité brun de substances humiques. II 
était nécessaire de stériliser & part les acides et le liquide 
nutritif. 

I] était impossible de stériliser les liquides mesurés ou titrés 
dans des tubes ou matras bouchés avec du coton sans avoir 


(1) Les cultures dans des chambres humides, comme les faisait Clark (ie.)e 
quoique ayant l’avantage de permettre l'étude microscopique directe, ne sont 
pas admissibles pour des expériences de longue durée et donnent, dans les 
cas de développement lent, des concentrations limites beaucoup moins 
élevées, comme on pouvait le constater dans des expériences spéciales. 
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un changement assez grand de volume et de concentration des 
liquides, changement encore différent pour les tubes placés au 
milieu et sur le pourtour du panier contenant les tubes. 

On fut done obligé de se servir de la méthode suivante : on 
stérilisait & sec les tubes vides bouchés de coton et des pipettes 
graduées; on stérilisait les acides dans des tubes scellés et le 
liquide de Raulin et l’eau dans des matras a l’autoclave. Apres 
cette stérilisation des objets et des liquides, on versait avec 
toutes les précautions de stérilité possibles dans une chambre 
ou Tair était en repos les quantités nécessaires des liquides 
(liquide de Raulin, acide, eau) dans les tubes, et on obtenait 
ainsi des milieux dans lesquels je n’ai jamais pu remarquer, 
sans ensemencement, un développement quelconque méme 
dans les cas ot le milieu de culture était tres favorable et ott 
Yon avait laissé les tubes pendant deux a quatre mois sans 
ensemencement. I] s’ensuit que lon opérait bien sur les 
milieux exactement connus et avec des cultures pures. 

Dans le cas ott on ne pouvait pas stériliser les acides sans 
quils se décomposassent, il s’ajoutait encore la complication 
de préparer les solutions titrées, stériles et non composées 
(acides chloracétiques) : on introduisait une quantité de ces 
acides dans un tube stérilisé et on ajoutait aprés un certain 
temps de l'eau stérilisée; on titrait, en prenant une quantité de 
la solution avec une pipette stérilisée, et on préparait les solu- 
tions nécessaires dans des fioles jaugées stérilisées. Dans toutes 
les expériences on n’a jamais trouvé de contamination. 

Dans certains cas, ot la dose limite d’acide était trés élevé, 
on ne pouvait pas ajouter la quantité voulue d’acide en solution 
séparée; dans ce cas, on stérilisait les cristaux dans des tubes a 
Vauloclave; on ajoutait ensuite 10 cent. cubes de liquide de 
Raulin, et on remplissait avee de Yeau jusqu’a 15 cent. cubes 
d’aprés une marque faite sur le tube. Quoique le remplissage 
par suite de la largeur du tube ne ptt pas étre tout a fait précis, 
on obtenait une exactitude suffisante. 

Pour les ensemencements, j’employais une seule race d’Asper- 
gillus niger, cultivée dans le Jaboratoire, que je réensemengais 
toutes les deux semaines environ pour avoir toujours une 
culture jeune et forte. 

Les phénoménes étudiés étaient la germination, la formation 


396 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


du myvycélium et la formation des conidies. Dans les cas ott 


ces phénomenes se produisaient assez vite, on sortait les cultures 
avant trois semaines, parfois méme apres quelques jours. Dans 
les cas négatifs, on attendait au moins quatre semaines pour étre 
stir que le phénoméne ne se produisait pas. Une observation 
plus longue des cultures était inutile 4 cause de l’évaporation, 
qui était bien visible au bout de ce temps. De cette facon, on 
avait des critériums assez exacts, qui donnaient des résultats 
suffisamment uniformes. 


DETERMINATION DES DOSES LIMITES. 


Pour déterminer la concentration de l’acide ou du sel qut 
empéchait Ja germination des conidiospores ensemencées, on 
s'adressait & l’étude microscopique des cultures. Quoique l’on 
ne voie souvent a |’wil nu aucun changement dans l’aspect des 
conidiospores ensemencées, on trouve au microscope une germi- 
nation. Comme doses limites permettant la germination, jal 
indiqué les résultats de ces études microscopiques; ces doses 
correspondent quelquefois aux doses indiguées pour la forma- 
tion du mycélium; ces derniéres ne different, en tous cas, jamais 
beaucoup des premiéres. 

Les doses limites pour ce second phénoméne sont déduites 
des cultures ot lon voyait 4 Veil nu un développement méme 
faible. Pour le troisiéme phénoméne, la formation des conidies, 
on a noté les cultures ot lon trouvait au moins une toute 
petile quantité des conidiophores formés. 


Les résultats de ces études sont rangés dans les tableaux I 
et Ii. Dans chaque tableau, j'ai indiqué les concentrations 
maxima des acides et des sels, en présence desquelles on obte- 
nait un résultat positif. Ces concentrations sont marquées 
d'un — au-dessus des colonnes de chiffres. En méme temps 
je! indiqué les doses ot le phénomene ne se produisait plus 
dans la série. Ces doses sont marquées d'un — au-dessus des 
colonnes. 

Dans le tableau I, les doses sont indiquées en molécules- 
grammes par litre; dans le tableau II, les mémes résultats 
sont calculés en pour cent. Les plus grandes différences obte- 
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nues entre les concentrations +- et — ne dépassent pas en 
général 10 p. 100 et sont le plus souvent plus petites. 

La concentration est toujours indiquée pour lacide ow le sel 
ajouté au liquide de Raulin. Il est évident que l’'acidité du milieu 
était toujours plus haute a cause de l'acide tartrique qui entre 
dans le liquide de Raulin. L’acidité du milieu normal sans 
addition d’acide correspondait & 5,4 cent. cubes d’acide déci- 
normal a Ja phtaléine du phénol. 

Si les chiffres positifs (+-) et négatifs (—), indiqués pour le 
phénoméne, sont égaux, cela signifie que pour cette méme con- 
centration de l’acide, tanlot on a obtenu le phénoméne étudié, 
tantot non. Si le chiffre négatif indiqué est plus faible que le 
chiffre positif, cela veut dire que, dans les limites indiquées, le 
phénoméne présentail des irrégularités, ne se produisant parfois 
que pour une concentration plus faible que celle ou il se pro- 
duisait dans d’autres cas. Cétte irrégularité a été indiquée dans 
tous les cas ov je l'ai observée réguliérement. Mais il est évident 
qu’au dela de la concentration limite maxima, il n’y a pas de 
concentration ou le phénoméne se produisait d’une fagon cons- 
tante. Autrement dit, il n’y a pas d’abaissement de I’activité de 
lacide au dela de la concentration maxima. 

Il semble que cette irrégularilé soit due exclusivement & la 
sensibilité inévitablement différente des conidiospores, sensi- 
bilité d’autant plus grande peut-étre que l'acide est plus toxique 
pour le phénoméne en question. 


DETERMINATION DE L’ACTIVITE COMPARATIVE DES ACIDES ET SELS. 


L’activité comparative est exposée dans le tableau HI pour 
la germination. Cette activité est indiquée dans la quatriéme 
colonne et est exprimée & la maniére d’Ostwald : lactivité de 
Vacide chlorhydrique est notée 100. Le calcul est fait d’aprés 
les doses minimales, qui empéchent la germination. Dans la 
premiére colonne du tableau, se trouvent les chiffres d’Ostwald, 
donnant les valeurs de l’activité des acides pour Vinversion du 
saccharose ; dans les seconde et troisieme colonnes, nous avons 
donné les chitfres obtenus par Gabriel Bertrand, M. et M™ Ro- 
senblatt, pour l’activité des acides et sels dans linversion 
fermentative du saccharose par la sucrase de levure (II) et 
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d’ Aspergillus niger (LI) (1). Les acides et les sels sont rangés, 
comme dans les tableaux I et II, d’aprés leur basicilé et leur 
action sur le développement de l’Aspergillus niger. Les chiffres 
d’Ostwald (2) sont indiqués en activité moléculaire comme les 
autres. 


TABLEAU III. 


I II Il Iv 


ACTIVITE ACTIVITE ACTIVITE : 
dans dans ACTIVITE 
ACIDES ET SELS ieee Vinversion l'inversion 
par la parlasucrase 
du sucrase de 
saccharose. | de levure. |l' Aspergillus. 


linversion sur la 


germination. 


Acides monobasiques : 
. lactique. ) 0,53 
a chilorhydrigtess-meaeae 100 » 
s. nitrique 125 » 
. benzenesulfonique. . . 465 ,0 
. trichloracétique ... . 5 430,0 
. acétique 10,7 
. formique 14,3 
. bichloracétique p 2415 » 
. lsobutyrique : 0,57 
. monochloracélique. . . 71,5 
. propionique 0,36 
. 1sovalérianique — 
0,43 


. n-caproique. . 

. n-valérianique 

Acides bibasiques : 
Ac. malique 
Ac. d-tartrique 
Ac. succinique .. . 
Ac. oxalique 
Ac. sulfurique . 

Acides tribasiques : 
Ac. citrique 
Ac. phosphorique 
Ac. arsénique 

Sels acides et neutres : 
Phosphate monosodique . . 
Phosphate monopotassique. ¢ : 
Sulfate monopotassique . . 6 
Arséniate disodique ‘ 
Acétate de soude. ..... 


(1) Bull. Soc. chim., 4° série, t. XI, 176.1912; — Comptes rendus de l'Acad. des 
Sciences, 1914, t. CLIIL, p. 1515; — Bull. Soc. chim., 4¢ série, t. XI, 464, 1912; 
— Comptes rendus de l Acad. des Sciences. 1912, t. CLIV, p. 837. — Ann. Inst. 
Past. t. XX VI, 1912, pp. 321 et 932. 

(2) Jahresber. tb. d. Fortsch. d. Chem., 1884, t. I, p. 21. 
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ACTION DES ACIDES ET SELS ACIDES SUR LE DEVELOPPEMENT 
DE L ASPERGILLUS NIGER. 


L’ordre d’activité des acides et des sels est le méme vis-a- 
vis des trois phénoménes éludiés (Tabl. I, IL), la germination, la 
formation du mycélium et la formation des conidies. Si un 
acide agit plus fortement qu'un autre sur la germination, il 
agit aussi plus fortement sur les deux autres phénomenes, et 
“réciproquement. Mais il y a des exceptions apparentes — les 
acides chloracétiques. 

Pour l’acide trichloracétique, on trouve l’explication dans le 
fait quil se décompose assez facilement dans les solutions 
aqueuses : c'est a cause de cela qu’on trouvait la formation des 
conidies & une concentration plus élevée qu’on ne l’etit attendue 
(Waprés son rang selon lactivité sur la germination. Le fait 
qu’en présence de cet acide en doses maxima, la formation des 
conidies commenceait trés tard (15° jour), confirme l’explication 
donnée. 

Pour les acides mono - et dichloracétique, j’ai trouvé une trés 
erande irrégularité, inexplicable, dans la formation des coni- 
dies. I] semblait que cette irrégularité fit due a une différence 
particuliére de sensibilité des mycéliums, provenant des diffé- 
rentes conidiospores. Mais le fait que lactivité sur Ja forma- 
tion des conidies était plus grande que l’activité des acides 
voisins, doit étre regardé. comme normal d’apres 1’explica- 
tion donnée plus bas : les acides voisins sont assimilables par 
la plante. 

Une petite irrégularité constante dans la formation des 
conidies s’observait aussi pour l’acide arsénique, |’arséniate 
disodique et l’acide caproique. Pour les deux premiers cas, ot 
Virrégularité était inférieure a 10 p. 100, on doit admettre la 
méme explication que pour les acides mono -et dichloracétique. 
Le dernier cas s’explique probablement. autrement, d’autant 
plus que lirrégularité se retrouvait aussi pour la germination, 
phénoméne qui se produit avec plus de constance que les autres. 
Aussi lirrégularité dépassait-elle un peu 10 p. 100. 

L’acide caproique employé n’était probablement pas tout a 
fait pur et élait sans doute un mélange d’acide caproique avec 
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une petite quantité d’un autre acide plus soluble (1). Mais cette 
impureté de l’acide n’élait pas assez importante pour ne pas 
permettre de donner les chiffres approximatifs de Vactivité de 
Vacide caproique. 

Quant a l’acide succinique et au phosphate monopotassique, 
je n’ai pas pu déterminer leur activité : méme a l'état de satu- 
ration, ils n’étaient pas capables d’empécher les phénoménes 
observés. Is ne retardaient méme pas beaucoup dans cet état 
les phénoménes étudiés, ce qui était tres net avec les autres 
acides ou sels aux doses voisines de la limite. 

L’activité des acides et sels, pour lesquels j'ai pu trouver les 
doses maximales, ne correspondait pas, dans la plus grande 
partie des cas étudiés, & Vactivité sur inversion du sucre en 
Vabsence ou en présence de la sucrase (Tableau III). 

J’ai trouvé que toute la série des acides gras produisait une 
action particuliére qui ne correspondait ni au degré de leur 
dissociation (2), ni a leur propriété d’étre assimilés par la 
plante. La consommation de ces acides a été démontrée dans 
plusieurs expériences (voir plus loin). 

On doit done s’expliquer autrement cette action particuliére 
et toxique et l'on pourra penser a une pénétration légére et 
rapide de ces acides (3) a travers la couche protoplasmique. 
Cetle explication devient encore plus probable, si l'on se rap- 
pelle Pusage de lVacide acétique pour la fixation des organes et 
le fait que la fixation se fait le mieux avec les substances qui 
pénétrent vite dans le protoplasme. 

L’activité des acides gras va en croissant avec le nombre 
d’atomes de carbone. Dans le graphique 1, ce fait est exprimé 
par une courbe; j'ai pris pour abscisses le nombre de C de la 
chaine, pour ordonnées la quantité de litres dans laquelle on 
doit dissoudre une molécule-gramme de l’'acide correspondant 
pour oblenir une soltition de la concentration minimale empé- 
chant la germination des conidiospores. Quoique, comme je 
Vai déja dit, la toxicité augmente en général avec le nombre 
des atomes de carbone, il y a des irrégularités aux deux 


(1) En effet, en déterminant la solubilité de l'acide caproique dans l'eau, j’ai 
trouvé des chiffres un peu différents en fractionnant la dissolution. Re | 

(2) Pau, Brersrrin et Reuss, loc. cif. 

(3) Peut-étre a Vélat de molécules non dissociées. 
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bouts de la courbe pour les acides normaux (courbe 1). 

L’acide formique (4) est plus actif que l'acide acétique, ce qui 
s'explique par sa propriété d’aldé- 
hyde. La toxicité de acide n-ca- 
proique, plus faible que celle de 
Yacide n-valérianique, s’explique 
peut-étre par la présence d'autres 
acides moins toxiques en petites 
quantités dans le produit commer- 
cial qui a servi pour les expé- 
riences. 

L’action des acides gras nor- 
maux est trés différente de l'action 
des acides iso- (courbe II). Ces 
derniers sont beaucoup moins toxi- 
ques (isobutyrique : n-butyrique 


La substitution dans la molécule 
Course 1. a une action toul autre pour les 


phénoménes de développement de 
PAspergqillus niger que pour les phénoménes d’inversion. La 
substitution d'un H par un OH dans I’acide 
propionique produit un abaissement colos- 
sal (1122,6 : 16,46), tandis que pour lin- 
version du saccharose, c’est l’inverse (pro- 4,7 
pionique : lactique = 0,36 : 0,53). 

La substitution par le chlore qui aug- — 60z 
mente l’action dans linversion du saccha- 
rose en rapport avec le nombre des atomes 
de Cl augmente V’action sur lAspergillus, — ay, 
mais celle-ci diminue avec la substitution Cue gtla these 
répétée, si bien que pour la substitution Courve 2. 
totale de ’'H par le Cl dans l’acide acé- 
tique on trouve une activité plus petite que pour l’'acide non 
substitué. Ce changement d’activité suivant la substitution 


400L 


(1) Aprés la découverte de la formation de l'acide formique dans le liquide 
de Raulin exposé a la lumiére, Duclaux (Ann. de UInst. Pasteur, t. V1, 1892. 
p. 593) trouva une dose limite de 1,36 gr. D. 4/83, samo.) pour la germina- 
tion des spores d'Aspergillus niger. llest évident que larace était plus résistante. 
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progressive, est marqué dans le graphique 2. Les ordonnées 
ont ici la méme signification que dans le graphique 1. 

Le méme effet de la substitution par le Cl a déja été signalé 
par Clark (1). L’explication donnée par cet auteur est trés inté- 
ressante et basée sur l’affaiblissement de l’action toxique du Cl 
dans ces acides par l’augmentation de la dissociation en rapport 
avec le nombre d’atomes de Cl : l’acide trichloracétique, quoique 
plus toxique que les autres acides a |’état non ionisé, est telle- 
ment ionisé que cette toxicité est fortement masquée. 

Il est & noter que l’arséniate est plus toxique que l’acide 
arsénique, ce gue l’on voit bien en regardant les doses limites 
pour la formation du mycélium et la formation des conidies. Il 
est possible que laction toxique soit affaiblie pour l’acide arsé- 
nique par lionisation et que l’explication de Clark puisse étre 
adaptée aussi & ce cas. Avec les mémes concentrations en 
mol.-gr. de l’arséniate et de l’acide arsénique, j’ai obtenu avec le 
premier corps des cultures plus faibles et plus retardées, ce 
qu’on voit dans le tableau suivant (IV). 


TaBLeau IV. 


CONCENTRATION POIDS 
ACIDES ET SELS en JOURS du mycélium 
mol.-gr. en milligr. 
Arséniate disodique. ...*. .. + 1/450 35 83,5 
Acide LanSenigque seems iat oe Taree 1/450 28 102,0 
Arsemate disodiquey 9-02). sss 1/450 13 44,0 
Acidevarseniques =... se eee 4/450 42 20,0 
Arséniate disodique. ...). ... 4/600 12 52,0 
Arseniaterdisodique. =] 5). 0s) a. 1/600 a 98,0 


Quant aux autres acides toxiques aux doses supérieures & 
1/20 mol. pour la germination, si on les compare par groupes 
dacides mono- di- et tribasiques, on trouve une certaine res- 
semblance dans leur activité sur le développement de la moi- 
sissure et sur l’inversion du saccharose. Mais méme dans. ces 
cas on doit attribuer une assez forte action aux anions. ou a 
des molécules non dissociées, ce qui permet seulement d’éta- 
blir une classification de méme sens des divers acides. 


(A) Eoc, cit. 
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ll est done impossible de regarder l’action des acides sur les 
étres vivants uniquement comme une action des ions H*, ce 
qui résulle aussi des expériences de Clark et d'autres auteurs 
cités. Strement la quantité des ions H+ a un certain effet : 
mais on le voit seulement dans les cas ot l’anion et la molé- 
cule non dissociée ont une action assez faible; dans les autres. 
cas, laction des ions H* est tout a fait masquée et ce sont 
surtout lanion et la molécule non dissociée qui produisent 
laction toxique. 

Ce fait est tres remarquable dans l'action de lacétate de 
soude ott il n’y a pas d’action des ions H*. Cet acétate ful 
recristallisé plusieurs fois pour étre sir que l’action toxique 
ne proviendrait pas des impuretés, et l'action fut trouvée tres. 
grande. Kn ajoutant & lacétate une dose correspondante 
dacide sulfurique pour mettre en Liberté tout l'acide acétique, 
jai trouvé les mémes résultats que pour Vacide acétique ajouté 
a état libre. 

Le méme effet fut obtenu en ajoulant au milieu de culture 
du formiate et de acide sulfurique; les dos¢s maximales trou- 
vées furent les mémes que pour l’acide formique ajoulé tel quel. 

En saturant un H dans les acides minéraux polyvalents par 
un alcali, on affaiblit Vaction des acides. L’influence des. 
ions H~* est trés nette dans ces cas. 

Il est intéressant “de noter que Ja race de Aspergillus niger 
employé avait une résistance physiologique a lacide lartrique 
trés voisine & celle qui avait été trouvée par Raulin (1) pour la 
race employée par lui. Raulin a trouvé comme dose maximale 
251 grammes de cet acide par litre, ce qui correspond a 1,67 
mol. Cette concentration est trés voisine de celle que j’at 
trouvée comme positive dans l'étude présente pour la formation, 
du mycélium : 1,8 mol. ou 270,41 par litre. 

Nous ne savons rien de Ja facon dont les acides, comme 
d’ailleurs les autres corps, deviennent toxiques a une cerlaine 
concentration. Il est certain qu il s’agit d'un certain change- 
ment physique ou chimique du protoplasme, provoqué par le 
corps qui a pénétré a Vintérieur. Celle pénétration peut se pro- 
duire de deux maniéres dilférentes. 


(1) Thése, 1870, p. 193. 
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Le corps peut pénétrer dans Je protoplasme dans des propor- 
tions croissantes au fur et & mesure avec l’augmentation de la 
concentration dans le milieu : dans ce cas, il faut une certaine 
concentration da corps dans le protoplasme pour effectuer 
l'action toxique, ¢’est-a-dire pour provoquer le changement du 
protoplasme. Si les acides avaient une action toxique suivant 
leur activité chimique, on pourrait bien admettre cette expli- 
cation de Veffet toxique. Mais les faits le contredisent : la 
toxicité n’est pas en rapport avec l’activilé chimique, au moins 
pour beaucoup des’cas. 

Il faut donc admettre que la pénéfration se fait d’une autre 
maniére; que la pénétration est empéchée et réglée pour 
chaque, corps par la couche protoplasmique extérieure. Les 
divers acides doivent pénétrer avec une facilité différente, sans 
rapport avec le degré d’ionisation, et les acides qui pénétrent 
le plus facilement doivent étre les plus toxiques, quoiqw ils 
puissent étre les plus faibles au point de vue chimique. 

En admettant ce mode de pénétration réglé par la couche 
protoplasmique extérieure, il faut admettre deux possibilités : 
la pénétration, quoique réglée pour les différents corps, peut 
augmenter au fur et & mesure de leur concentration exté- 
rieure, de sorte que leur concentration a Vintérieur de la 
cellule augmente peu a peu el le corps envisagé atleint lente- 
ment son effet toxique avec l’augmentation de Ja concentration 
extérieure. . 

I] est ensuite possible qu’en outre de la régulation de la 
pénétration de divers corps il existe encore une régulation spé- 
ciale qui permet seulement a une certaine quantité d’un. corps 
de passer. Alors, il doit arriver brusquement un moment ot la 
couche protoplasmique extérieure ne: peut plus résister & une 
concentration croissante du corps a l'extérieur : le corps 
jusque-la bien tenu a l’extérieur de la cellule par la régulation 
de la couche extérieure du protoplasme, rompt cette limite et 
pénétre dans des proportions que lui indiquent ses propriétés 
physico-chimiques (solubilité dans le protoplasme). La couche 
protoplasmique régularisante n’existe ’ plus & ce moment et la 
cellule meurt. Nous n’avons. pas de faits sirs qui nous permet- 
tent de nous faire une idée nette de la régulation exercée par 
la couche protoplasmique. Méme le fait que l’action toxique 
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dépend du temps peut trouver son explication également, par 
les deux sortes de régulation. | 


CHANGEMENT DE L ACIDITE DANS LES CULTURES EN PRESENCE D’ACIDES. 


Le changement de lacidité dans le milieu de eulture con- 
sistait en deux phénoménes : 

1° Production d’un ou plusieurs acides ; 

2° Consommation des acides assimilables. : 

Le premier phénomene pouyait s’observer dans beaucoup de 
cultures en présence de toutes espéces d’acides par ‘simple 
titrage du milieu (1); il faut en excepter les cas ob les acides 
introduits étaient particulitrement assimilables (acide malique). 
Ce titrage se faisait soit immédiatement apres avoir sorti les 
cultures du thermostat, soit aprés les avoir laissées séjourner 
un cerlain temps a la température du laboratoire, c’est ce qui 
est indiqué dans la colonne correspondante. 

Dans. beaucoup de cas, on pouvail constater la présence de 
lacide oxalique formé, mais ce n’était pas le seul acide qui se 
formait dans les cultures, comme on le voit dans le Tableau V. 


TasLeau V. 

AEA TD REE DATES TCT NA REE EIT I SR RORY SR GRE RS EECA ED RES DENA 8 EOE BRA (AA E RRS LL! CELLET EAE 
Zz JOURS A 

eg AUGMENTATION ait 

= so \CIDES [ o—~——""" | dacidité en eet 

=i 2 see - oxalique. 

= = 3d temp. cae. 1/10 mn, 

Ee deyrés.| ordinaire. 
1/44 | Ac. chlorhydrique. | 34 84 3,0 Traces. 
1/40 Ac. sulfurique. | 413 _ 3,0 0 
1/21,4 | Ac, benzénesulfonique.| 29 _- 0,8 0 
4/42,8 | Ac. benzénesulfonique.| 29 3 3,4 La va 
1/60 Ac. acétique. 35 40 0,95 10,6 milligr, (1) 
1/40 Ac. acétate. | 410 13 3,0_ ails ; 
1/128,5| Ac. bichloracétique. 20 _ 2,85 0 
1/120 | Ac. bichloracétique. 3! 40 14 a) 
1/160 | Ac. isovalérianique. | 43 59 0,15 + (2) 


1) Consommé 2,2 cent. cubes 1/10 n acide acétique. 
(2) Consommé 0,75 cent. cubes 1/10 n acide isovalérianique. 


EA FRET RS IESE ES IT BS ES ASSOLE IE IN IE SEM SLEDS II POLE SEEMED ELIE DIELS LATE AE ELLE LOE DBE EILE LIES PML IL ALLELE ALLELE 


Cet exces d’acidité peut probablement étre altribué, au moins 


(1) En utilisant Ja phtaléine du phenol comme indicateur. 
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en partie, 4 l'acide libéré par la consommation de l’ammo- 
niaque, comme l’avait constaté Tanret (1) dans les cas ot il 
introduisait beaucoup de sels ammoniacaux dans le milieu de 
culture. En supposant que toute l'ammoniaque de la culture soit 
consommeée, nous trouvons par le calcul la possibilité de mise 
en liberté d'une quantité d’acide correspondant a 5,9 cent. 
cubes 1/10 n dans chacune des cultures (8, 26 milligr. n). 


a) Acides et sels non assimilables. 


Cest en présence de Vacide arsénique el de l’arséniate diso- 
dique quej’aitrouvé la plus grande production dacidité, et c’est 
pour cela que j'ai consacré une étude spéciale a ces deux corps. 

Les résultats sont exposés dans le Tableau VI et les courbes 
figures 3 et 4. 


TaeLeau VI. 


z Zag ACIDE 
= SUBSTANCES c= = oxalique. 
= ajoutées au liquide Syke 
aS pe 
de Raulin. aie ell | ; 
SS en on 22c.)-- 
} e| < © |milligr.}1/10 n. 
| | | 
1/450 Acide arsénique. | 42 | 20,0 ) “8,954 | Présents! = 
1/450 — arsénique. | 28 | 102,0 14,80 | 39,6 | 8,8 | 6,00 
1/300 — arsénique. 53 97,5 42,40 | 297 6,6 | 5.8 
1/450| Arséniate disodique. | 13 | 14,0 3,50 Présent. = 
1 450 _ disodique. | 35 83,5 44,30 | 44,7 O53 a) ou 
1/606 — disodique. | 42 52,0 10,70 Présent. = 
1/600! —  disodique. | 27 | 98,0 | 17,10 | 54,0 | 12,0 | 5,4 
| 


J'ai étudié ici Pacidité dans certains intervalles (fig. 3 et 4) et 
jai dosé ou seulement recherché l’acide oxalique pour quelques 
cas (Tableau VI}; aprés la titration du liquide, j'ai précipité 
acide oxalique sous forme d’oxalate de calcium en présence 
dacide acétique. La solution du précipité dans Vacide sulfu- 
rique dilué a été titrée au permanganate. 

Dans les cas ot l’on a dosé Vacide oxalique, on voit que 
Vacidilé due a cel acide était moindre que laugmentalion 
d’acidité correspondante des milieux de culture. 


1) Bulletin Soc. chim., 3° série, t. XVII, 1897, p. 914. 
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Par conséquent, il y avait formation d'un ou plusieurs 
autres acides. Les recherches d’acide citrique (1) par la méthode 
de Denigés furent négatives. La nature des acides formés est 
inconnue. 

Si lexces de lacidilté provenait seulement de la mise en 
liberté des acides introduits dans Je liquide nutritif sous forme 
de sels ammoniacaux, le mycélium devait étre extrémement 
riche en azole et contenir approximativement 8 p. 100 
azote (2). D’aprés les recher- 
ches de M. Javillier (3), le mycé- 
lium cultivé dans un milieu sans % 
zinc a sa teneur en azote trés no-  ¢, 
tablement augmentée, et il est 
probable quen présence de lar- 
senic le méme phénoméne se. % 
produit, cest ce qui reste a 
établir. 

Dans aucun cas, on ne trouva 
de diminution d’acidité, méme 
dans les cultures d'une longue ~ ¢ 
durée. 

La formation d’acide oxalique 


Zh 


aS | 


Sc Se Lea 


ans ort NadH 


SEE | eeareee |e 


nest pas liée a la consommation 775 4015" 35 30 35 
totale du sucre; on le retrouyait Arsémate disodique 
dans ces cultures toujours en Course 3. 


fortes quantités. 

J’ai encore trouvé constamment une augmentation dacidité 
(age maximum des cultures 31 jours) dans des cultures faites 
en présence de diverses concentrations d’acides benzénesulfo- 
nique, mono- et dichloracétique, mais l’augmentation était 
beaucoup moindre que pour lacide arsénique et Varséniate 
disodique. 

Pour les autres acides non assimilables, j'ai trouvé tantot une 
diminution, tantot une augmentation d’acidité. 

La plus grande augmentation d’acidité observée était : 


(4) Tanret, loc. cit. 

2) Contenu normal 4-4,5 p. 100 (Tanret, Javillier). 

3) Comptes rendus de I’Acad. des Sciences, t. CLV, 1912, p.190: Bulletin des 
Sc. pharm., t. XIX, 1912, p. 513. 


v; 
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1/28 mol. acide’ sulfurique (vieille culture)... 4,05 cent. cubes 1/10 n. 
1/375 mol. acide monochloracétique (20 jours). . 4,3 cent. cubes 1/10-n. 
1/40 mol. acide benzénésulfonique (29 jours). . 4,9 cent. cubes 1/10 n. 


On n’a jamais trouvé de diminution constante d’acidité en 
présence d’acide queleonque, ce qui prouve que la plante ne 
se défendait pas par neutralisation de Vacidité. Aussi la dimi- 
nution, si elle avait lieu, ne dépassait jamais Ja quantité 
d'acide tartrique introduite dans le liquide de Raulin. 


22 ; T { 


20 | fe | 


jours: 8 40 16 20 95 90 35 WO 45, 60 O85 
Acide arsénigue 


CourBE 4, 


Liabaissement maximum trouyé était ¢ 


1/33,2 mol. acide sulfurique (vieille culture). . . 3,59 cenl. cubes 1/10 n. 
4/15 mol. sulfate monopotassique (vieille cull). 3,05 cent. cubes 41/10 n. 


La quantité @acide tartrique dans les 15 cent. cubes de 
liquide de Raulin correspond 45,4 cent. cubes 1/10 n (en pré- 
sence de phtaiéine du phénol). 

fl semble que la production d'acidité soit un phénomene 
important dans le métabolisme de la plante. Dans ces cas dont 
la production d’acidité ne peut pas etre un moyen de défense 
de la plante. La production de l’acide est tout simplement une 
conséquence de la culture dans des conditions données. 

Pour avoir une idée du changement d’acidité durant le déve- 
loppement de la plante en présence d'autres acides minéraux, 


& 
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jat fait une série de cultures en. présence des: acides sulfu- 
rique et phosphorique, cultures dans lesquelles j'ai dosé laci- 
dité, & certains interyalles. Les résultats sont exposés dang les 


tracés 5 et 6. j *F4 ry 


16 os 
{5 t + + A 
- { coe! | 
S 
x 7 T z = 4 + 
12 = | 
8 } 
SH fold etfs 
“~~ 40 | 
S 1 te + =f = — t = 
SG 
4) 7 4 { | ie 
. : 


Jourrs *, &8 12 16 2 Bh 28 32 36 40 Ah 4B 5256 60 
Acide sulfurcgue ( yg mel.) 
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Le changement de l'acidité des cultures est beaucoup plus 
net dans le cas de Vacide sulfurique (fig. 5), parce que les petits 
changements en présence de l’acide phosphorique sont mas- 


1 = ta4 a a ; 


Pees 2 & 6 8 10 {2 & 16 18 20 29 th 26 26 30 Sf 
Acide phosphorigque : I % mal. — I Yg mol. 


CourBE 6. 


qués dans les titrations par les grandes doses de celacide. Dans 
le premier temps, il y avait en présence de l’acide sulfurique 
(1/40 mol.) une augmentation d’acidité, suivie de diminution 
qui allait méme au-dessous de lacidité initiale..Si l'on com- 
pare ces résultats avec les résultats obtenus en présence d'autres 
quantités d’acide (1), on voit que Paugmentation d’acidité dure 
plus longtemps en présence des doses plus élevées d’acide. Le 


i 


(1) Les chiffres ne sont pas donnés ict. 
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développement est aussi d’autant plus retardé dans ces derniers 
cas. De sorte qu'il est impossible d’établir, d’aprés. les expé- 
riences faites, un rapport entre la dose d’acide ajoutée et la 
quantité d’acide produite. Peut-¢tre cependant les acides ajoutés 
exercent-ils sur la production d’acidité une action stimulante 
d autant plus grande que leur concentration est plus élevée. 


b) Acides et sels assimilables. 


Pour les acides assimilables, le changement d’acidité était 
encore compliqué par la consommation des acides eux-mémes. 
Dans les cas ot les doses maximales Gtaient pelites, le simple 
dosage de l'acidité ne donnait rien : il y avait tantot un abais- 
sement, tant6t un relévement d’acidilé, suivant lage de la, 
culture et la concentration de l’acide ajouté; avec le temps, la 
concentration d'acide ajouté diminuait. Pour quelques cullures 
on a dosé l’acide restant (méthode de Duclaux),. 


Tasieau VII. 


'B a < ACIDES ET SELS 

ee JOURS ZALo en 1/10 n 

ae Sa = cent cubes: ACIDE 
Byer ACIDES ET SELS apes oxalique 
mg we eae 

z a 35 Temp. =.3 g : Con- fereies 
Oo degrés.| ordin. aS joule. sommeé, 

1/63,2 |Acide formique . .| 16 _— — 1,70] 2,40 | 1,90 == 
1/63,2 |Acide formique . .| 26 — | — 41,60] 2,40 | 2,40 — 
1/60 |Acide formique . .| 23 Jat) ee ed fea Me 0 
1/60 |Acide acétique. . .} 35 4) | + 0,93]-2,50 | 2,20 110.6 mer 
1/40 |Acétate desoude. .} 16 = 80 [rani o00e)aee eee 
4/205 |Acide n-butyrique . 8 49 Sh == 8.0) 110,75 || 0,40 _ 
1/229,4|Acide n-butyrique .| 17 = = 0,63 | 0,40 =p 
4/160 jAc.isovalérianique.}| 43 60 + 0,15] 0,95 | 0,75 og 


Comme on le voit (Tableau VII), il y avait parfois une aug- 
mentation d’acidité en méme temps qu'une consommation 
relativement grande d’acide ajouté; mais parfois, en méme 
temps qu'un abaissement de l’acidité totale, on pouvait cons- 
tater, d’aprés la différence avec la consommation trouvée, une 
production d'une certaine quantité d’acide qui remplacait dans 
le titrage l'acide consommé. Il est hors de doute que le méme 
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cas devait se présenter aussi en présence d’acides non assimi- 
lables ot, simultanémenta la diminution d’acidité par consom- 
mation de l’acide tartrique du liquide nutrilif, il pouvait étre 
produit une quantité correspondante d'un acide, provenant de 
la combustion du sucre ou des sels ammoniacaux. 

Comme représentant des acides assimilables & dose limite 
faible, j'ai choisi lacide butyrique, en présence duquel j’ai 
obtenu, pour des dges divers, les changements d’acidilé, 
exprimés par la courbe (fig. 7, 1/300 normal). 


OM fy nr. WaOK 
WN 


Joupsie Bae ©. GS “ACE 12 1416 18 26, 80ok 96s 201030 238 
Acide bulyrigue normal 
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Le changement d’acidité avait le méme sens que pour lacide 
sulfurique : aprés une augmentation d’acidité,; suivait un 
abaissement ; mais l’abaissement commencait plus tot et mar- 
chait plus vite que pour acide sulfurique, en passant au-des- 
sous de l’acidité initiale, imputable &Vacide tartrique consommé 
par la culture. Pour les autres acides analogues, on pouvyait 
constater un changement d’acidité dans le méme sens. 

Quant aux acides assimilables & doses Jimites élevées, il faut 
remarquer qwils constituent un bon aliment pour la moisissure 
qui les consomme avec une vitesse assez grande en méme 
temps que le sucre. Mais cette vitesse de consommation était 
trés différente pour les acides étudiés, ce qu'on voit dans le 
Tableau VIII. 

L’acide malique est assimilé excessivement vite, méme si cet 
acide se trouve dans les cultures & sa concentration maxima. 
L’acide oxalique (dose maximale moyenne), au contraire, est 
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assimilable trés lentement, quoique sa concentration dans les 
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cas indiqués fat assez Gloignée de la limite. 


CONCENTRATION 
en mol. 


par litre. 


(S14 


mpc otnmwa 


Ne 


> hO of GD =t CO 


4/12 

4/13 ,32 
AAS 32 
1/14,28 
1/16 ,66 


| 


Acide 
Acide 


Acide 


Tasteau VIII. 


ACIDES 


a 


tartrique 
tartrique 
tartrique 
citrique . 
citrique . 
citrique . 
citrique . 
malique . 
malique . 
malique . 
malique . 
malique. . 
malique. . 
malique . 
malique. . 
oxalique. . 
oxalique. . 
oxalique. . 
oxalique. . 
oxalique. . 


JOURS 
CONSOMMATION 


en cent. cubes 


ox cat Température ; 
pers Me: ordile. whee 
3 69 11,5 
13 20 155,0 
18 24 493,0 
39 56 4,5 (1) 
24 58 27,5 
A 19 117,5 
14 25 160,5 
49 = 1,3 
42 — 106,5 
19 = 21355 
12 = 127,5 
19 = 21855 
12 = 454, 5 
8 — 102.5 
3 — 31,5 
32 12 23,5 
26 9 18,7 
24 \ 10,3 
24 2 10,5 
24 4 9,5 


(1) La recherche de l'acide oxalique a été négative. 


7. NaOH 
rn te 


= 
oO 


cm? 


6 8 oo 12) Ak 


i6 148 20 22 2h 26 28 30 32 


Acide taririqgue (1 mol.) 
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On voit bien que si l'on augmente la dose d’acide, la con- 
sommmation des acides assimilables devient de plus en plus 
lente. 

Le changement de lacidité étail étudié en présence de 
acide tartrique & la concentration d'une mol. p. 1. pour divers 
iges (fig. 8). Ona trouvé dans la premiere période du dévelop- 
pement, le méme phénoméne d’augmentation de lacidité que 
pour les acides sulfurique et butyrique. 

On peut conclure que ce changement de l’acidité dans le 
milieu, pendant Je développement de la plante en présence 
d'un acide, peut tre considéré comme un fait assez général. 


COMPARAISON ENTRE LES ACTIVITES DES ACIDES ET SELS ACIDES 
VIS-A-VIS DE LA FORMATION DU MYCELIUM ET DES CONIDIES. 


En ajoutant des doses d’acides voisines du maximum au 
milieu de culture, on retarde les phénoménes de germination, 
de formation de mycélium et de formation des conidies. Ce 
retard est un fait assez irrégulier, dépendant de Page de la 
culture, dont on a tiré les conidiospores qui ont servi a lense- 
mencement, et de ’accoutumance plus ou moins rapide de ces 
spores au milieu. Nos expériences ne nous permettent pas de 
donner ici des résultats assez uniformes et comparables de ce 
retard, surtout quand il s’agit de comparer des différences de 
retard assez faibles. En somme, on obtenait un début de for- 
mation du mycélium au bout de deux-dix jours, de formation 
des conidies au bout de deux-dix-huit jours. 

' Dans le phénoméne de formation des conidies, on remarque 
une trés grande dilférence pour les acides assimilables et non 
assimilables. Pour ces derniers, le phénomene commengait et 
avaneait lentement; il finissail généralement par un faible 
développement, souvent tres localisé, des conidies ; pour les 
premiers, au contraire, quoique retardé, une fois commence, 
le phénoméne avancait rapidement et finissait par un dévelop- 
pement normal. 

De la,on pouvait déja conelure que c'était seulement apres 
une certaine consommation de la quantité d’acide ajouté, que 
le mycélium pouvail commencer a former des conidies, Le fait 
que la -consommation avait lieu méme pour les acides trés 


416 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


toxiques était prouvé par les dosages précédemment indiqués. 

Celte consommation explique le rapprochement des doses 
maximales trouvées pour la formation du mycélium et la for- 
mation des conidies dans les expériences avee les acides assi- 
milables ; pour les corps non assimilables ou assimilables dans 
des proportions trés limitées, les doses maximales étaient 
beaucoup plus éloignées. 

Pour mieux mettre ce fait en évidence, j’ai groupé dans le 
‘Tableau IX les acides et sels d’aprés leur consommation et leur 
concentration. On y a exprimé Jes doses maximales en mol. 
pour la production des deux phénoménes, et dans la derniére 
colonne le rapport calculé entre les deux. 

‘On comprend bien que plus les concentralions maximales des 
substances assimilables étaient élevées, plus la consommation 
nécessaire & la formation des conidies devait devenir difficile a 
effectuer, et l'on s'explique que pour un acide comme l’acide 
tartrique, la divergence devait étre plus grande que pour un 
acide comme l’acide acélique, quoique des deux acides lacide 
tartrique soit beaucoup plus assimilable en valeur absolue. On 
le yoit encore mieux en comparant les concentrations maxi- 
males exprimées en pour cent du Tableau IIL. 

Il y a encore certains fails qui méritent d’étre notés. Dans le 
premier groupe le rapport est voisin de 1 : 2, sauf pour les cas 
des acides trichloracétique et arsénique. Mais l’acide trichlora- 
cétique, comme je lai déja dit plus haut, se décompose assez 
facilement. Il est alors évident que la concentration, qui ne 
suffisait pas pour tuer les spores au début de l’expérience, dimi- 
nuant avec la décomposition progressive de |’acide, donnait 
avec le temps un milieu plus favorable. Si on remarque que 
la formation des conidies commencait trés tard (15° jour), on 
comprend pourquoi le rapport 1: 1,14 doil étre regardé comme 
trop grand. 

L’acide arsénique, qui ne se range pas dans: ce schéma, a 
évidemment une propriété spéciale de stimuler la formation 
des conidies : méme lorsque le mycélium se développait tres 
mal et restait tres petit, il tachait de produire des conidies 
naines, quoique souvent trés tard et en tras petite quantité. 

Il a déja été indiqué que Ja formation des conidies en pré- 
sence desacides mono- et dichloracétique estun fail trés variable. 
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Dans le tableau IX, j’ai mis la dose moyenne entre les limites 
indiquées. Peut-étre ce chiffre obtenu par calcul est-il lrop 
faible, surtout pour lacide monochloracétique. 


TasBLeau IX. 
EE 


[ li 
DOSES MAXIMA | DOSES MAXIMA 
ACIDES ET SELS ACIDES OES SOR Dee 

la formation la formation 

du mycélium des conidies 

en mol.-gr. en mol.-gr. 

I. Acides non ou peu assimilables : 

Acide chlorhydrique 1/13 1/25, 26 4: 4194 
Ac. nitrique . x 4/15 1/30 AP Bed 
AC: benzenesulfonique 1/18, 75 1/46 ,15 i) 2 IAG 
Ac. trichloracétique. 4/37,5 4/4286 he Aa 
Ac. bichloracétique . 1/75 1/130 eee 
Ac. monochloracétique 4/412,5 4/275 Nee 
Ac. sulfurique. . 4/18 MB 3nos A eede8s 
Ac. phosphorique. . PG Be oars 6: 0,25 As 
Ac. arsénique. . lancer te Sey 4/250 4/234 dies While 


Il. Ac. assimilables, doses maxima 
petites, vilesse @assimilalion diffé- 


WEEE: § 

LCE, 3K) MANIC WNK es GS a 6 a Soe 4/60 1/60 al Suh 
ANB. AUG IDES 5) ois ACh pained, atin! ae 4/54,5 1/54,5 ria 
ANES |W OKO NOs ses on 2 ao nee Aa A 4/144,47 al 393 
NCR SOUULY GL UC: amet a) esa eant ene ee 4/1425 4/142,5 i hicd| 
AGE DULY RGU = ose «errs ey oe ces 1/205 4/205 ea 
AGISOVAlerIAnIGuel, es ses a) 4/150 4/150 ed 
LNG, WONEWMOGEVEDO WIE 3) a) do bee & 1/346 ,1 4/346,1 Gea 
Ac. n-caproique. . 1/264,7 4/264,7 Ag 


Ill. Acide assimilable, dose maxima 
moyenne, assimilation lente : 
Acide oxalique .. . ene 1/7, 06 AB Be He MESO) 
IV. Acides bien assimilables, doses 
marina grandes : 


NGVCCRIAGDIG UC aero teers eee es eae 0,54 0,51 pen 

Ac. malique. Ad Sarde ere ee eT 2,0 ie) A eeale 05 

NGeRCE=UATUPLOUW Gs fetes ar ee rs choos eo ee 1: 1,46 
Ac. citrique . cerpes wale cies tta seks AT V2 4-: 41,42 
V. Sels non ou peu assimilables , 

doses différentes : 

Phosphate monosodique ...... 4,3 4,2 Aad) 

Sulfate monopotassique ..... . 1/6 N/14 ‘lates 

Arséniate disodique. eon Sor 1/315,8 4/3829 Aeeete 2 
VI. Sel assimilable, dose maxima 

pelile : 

Ace tahendess OUGCimrs ely suerte SBR 3! 1/333 Heel 


Dans le second groupe (acides assimilables, doses maximales 
petites), on a toujours trouvé une sporulation, lorsqwil y avail 
une formation de mycélium, ou, ce qui revient au méme, lors- 
quil y avait une consommation suffisante (acide. Le rapport 
envisagé est ici toujours 1:1. 
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Dans le troisitme groupe figure seulement lacide oxalique. 
On sait que l'Aspergi//us niger aune tendance spéciale (1) a 
former cet acide dans des conditions différentes, mais dans 
tous les cas étudiés ici j'ai pu trouver une consommation de 
acide oxalique ajouté, Cette consommation est assez lente, 
comme on l’a déja indiqué, en comparaison de celle des acides 
du groupe IV. La consommation nécessaire était aussi plus 
difficile & effectuer que pour les acides du groupe H, la concen- 
tration était bien plus grande. 

Il n’est done pas étonnant que le rapport 1 : 1,88 se rapproche 
du rapport du groupe I. Il faut remarquer que la sporulation 
apparut tres tard (15° jour), ce quis explique par la lenteur de 
la consommation. Il est évident que le rapport aurail été plus 
voisin de 1:1 si lon avait pu prolonger la durée des cultures, 
ce qui n’était pas possible & cause de l’évaporation inéyitable 
dans ies conditions réalisées. 

Les acides du groupe LV ont donné des rapports dactivité 
dautant plus voisims de 1:1 que la vitesse de leur consom- 
mation était plus grande ; lacide malique, qui était consommé 
beaucoup plus vite que les acides tartrique et citrique,a donné 
Je plus grand rapport. 

ll semble que, d’aprés le rapport en question, on pourrait 
généralement conclure non seulement qu il y avait bien consom- 
mation de acide, mais encore quelle était la vitesse de la con- 
sommation des doses d’acide ajoutées. 

Ces remarques s’appliquent aussi aux sels des groupes V et 
VI. Il semble que le rapport élevyé trouvé pour le phosphate 
monosodique est di a absence compléte ou presque complete 
d'action toxique de ce sel; il agit probablement seulement par 
son action plasmolysante (dose maximale 51,63 p. 100). 


CONCLUSIONS GENERALES. 


Le travail actuel, entrepris 4 la suite des recherches systé- 
matiques publiées par Gabriel Bertrand et ses collaborateurs (2) 


(1) WenMer, Botan. Zeit., 1891, 1, XLUX, p. 233. 

(2) Comptes rendus de VAcad. des Sciences, 1907, t. CXLV, p. 340: 41909, 
t. CXLVIT, p. 297; 4944, t. CLI, p. 4515; 1912, t. CLIV, p. 837 (Bull. Sec. 
chim., 4 série, t. 1, 1907, p. 1120; t, V, 1909, p. 296: t, XJ, 1912, p. 176 et 464). 
ee I. P., t. XXI, p. 673, 1907; t. XXIII, p. 344, 1909; t. XXVI, pp. 324 et 932, 

912, 
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sur les diastases et celles publiées par M. et M™° Rosenblatt’ (1 
sur la levure nous a conduits aux conclusions suivantes:: 

Lactivilé physiologique des divers acides et sels acides sur 
le développement de VAsperyi/lus niger ne correspond pas, 
dans une grande partie des cas, & V’activité chimique de ces 
corps. 

Bien qu’on trouve une certaine ressemblance entre celle acti- 
vité physiologique pour les corps toxiques & une dose au-dessus 
de 1/20 mol. par litre et leur activité chimique, ona pu cons- 
later dans certains cas une toxicité particuliore qui ne corres- 
pond ni au degré de dissociation des acides, ni & la propriété 
détre assimilés ou non, nia la présence d’atomes spécifique- 
ment toxiques. 

Ainsi on a pu constater une trés grande toxicité des acides 
gras, quoique ceux-ci soient peu dissociés et assimilables. Cette 
toxicité, qui augmente avec le nombre de C, dépassait, pour 

lacide caproique et lacide n-valérianique, méme la toxicité 
de acide arsénique et de Parséniate disodique. 

Dans la série des acides gras on a pu constater |’ influence de 
la structure moléculaire : les acides:de la série iso se sont 
montrés beaucoup moins toxiques que les acides de la série 
normale. 

La toxicité relative des acides chloracéliques mérite aussi 
d’étre bien remarquée : augmentation de latoxicité par substi- 
tution d’un atome dH par un atome de Cl diminue, quand le 
nombre des substitutions augmente, de telle fagon que Vacide 
trichloracétique est moins toxique que l’acide non substitué. 

La substitution d'un H par un OH diminue fortement Vacti- 
vité de Vacide propionique. 

La toxicité de l’arséniate bisodique s'est montrée plus grande 
que celle de l’acide arsénique. 

De tous ces faits, il parait résulter que la toxicilé, différente 
des propriétés chimiques des corps, est due & une différence 
de perméabilité de la couche protoplasmique de la cellule pour 
divers corps, et que Ja pénétration du corps, nécessaire pour 
Veffet toxique, doit étre réglée d'une certaine facon par cette 
couche, 

-{1) Comptes vrendus del Acad. des Sciences, 1909, t. CXLIX, p. 309 Bull. Soc. 
echim., 4° série, t. VIL, 1910, p. 691). ‘ 
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La plante ne se défend pas en neutralisant l’acide ajoute ; 
c'est ce que prouvent les dosages d’acidité des milieux apres 
les expériences : dans beaucoup de cas on a méme pu constater 
une augmentation de l’acidité. 

En éludiant Vacidité des milieux pendant le développement 
en présence de divers acides, on a pu trouver que l’acidité du 
milieu augmente au commencement, diminue aprés. Pour 
certains acides, on a pu constater une augmentation constante. 

La plus grande production d’acidité a été trouvée pour Vacide 
arsénique et l’arséniate bisodique. 

Parini les acides qui se formaient dans le milieu, on a pu 
reconnaitre souvent l’acide oxalique; mais ce n’était pas le 
seul acide formé. Il est possible que dans cette augmentation 
d’acidité intervienne la mise en liberté des acides minéraux, 
provenant des sels ammoniacaux du milieu. 

En comparant lactivité des acides sur les trois phénoménes 
éludiés, on y trouve le méme ordre; les cas d’exception — 
rapprochement des doses maximales pour la formation du 
mycélium et des conidies dans les expériences avec des acides 
assimilables — s’expliquent par leur consommation par la 
plante. 
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